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CSS  clinical severity score 
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ELISA  enzyme–linked immunosorbent assay 
EPO  Erythropoetin (Protein) 
Epo  Erythropoetin (Gen/mRNS) 
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ERK  extracellular signal–regulated kinase 
FACS  fluorescence–activated cell sorting 
FCS  foetal calf serum 
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GLUT1  Glukosetransporter 1 (Protein) 
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h  Stunde 
Hg  Quecksilber 
HIF  hypoxia inducible factor (Protein) 
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MP1  MAPK kinase 1–interacting protein 1 
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Die Sepsis ist eine generalisierte, hyperinflammatorische Wirtsantwort, die 
durch eine Infektion verursacht wird. Ein akutes Nierenversagen ist häufig mit 
einer Sepsis assoziiert aufgrund der überschiessenden Immunantwort des Wirts 
und der eingeschränkten Gewebeversorgung der Niere mit Sauerstoff. Hypoxia 
inducible factor–1 sowie 2 alpha (HIF–1/2α) sind essentiell für die zelluläre 
Adaptation an hypoxische Zustände im Gewebe. Unter Normoxie erfolgt die 
Regulation von HIF–1α durch Prolylhydroxylasen (PHDs), die die proteasomale 
Degradation der HIF–1α und HIF–2α Proteine über den Ubiquitin–E3–
Ligasekomplex induzieren. Das Gerüstprotein mitogen–activated protein kinase 
organizer 1 (MORG1) interagiert mit PHD3, einer von drei PHD–Isoformen, und 
beeinflußt die Regulation und die Stabilität von HIF–1/2α. In verschiedenen 
Tiermodellen wie die renale Ischämie/Reperfusion wurde teilweise eine 
nierenprotektive Wirkung in Mäusen gezeigt, die nur ein Morg1–Allel 
exprimierten (heterozygote Morg1–Mäuse, Morg1+/-–Mäuse). Diese Tiere 
zeigten weniger renale Apoptose und tubuläre Schädigung, assoziiert mit einer 
erhöhten Expression von HIF–1/2α–Protein. Demgegenüber zeigten frühere 
Untersuchungen im Sepsis–Modell der caecalen Ligation und Punktion (CLP), 
dass eine Deletion von HIF–1α eine Reduktion der Inflammation bewirkt. Die 
Rolle von MORG1 in der Sepsis induzierten Nierenschädigung wurde bisher 
nicht untersucht. Daher wurde in dieser Arbeit der Einfluss der 
sepsisabhängigen Nierenschädigung in Morg1+/-– und Wildtypmäusen 
analysiert. Eine Peritonitis wurde in zwei Sepsis–Mausmodellen – caecale 
Ligation und Punktion und peritoneale Kontamination und Infektion (PCI) – 
induziert. Als weiteres Modell wurde eine hyperinflammatorische Situation durch 
Lipopolysaccharinde (LPS)–Applikation verursacht. Um die Wirkung des 
MORG1–PHD3–HIF–Komplexes in der Sepsis assoziierten Nierenschädigung 
zu erforschen, wurden die renale Morphologie und Funktion sowie 
inflammatorische Marker analysiert. Zusätzlich wurden Überlebensstudien an 
den drei Mausmodelle durchgeführt. Die immunhistologische Analyse der in 
Paraffin eingebetteten Nierenschnitte zeigte keine signifikante Erhöhung der 
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MORG1–Expression nach Sepsis–Induktion in den Wildtyptieren, wohingegen 
im LPS–Modell MORG1 leicht erhöht exprimiert war. In den Morg1+/-–Mäusen 
waren die MORG1–Level im CLP–Sepsis–Modell signifikant reduziert. Das HIF–
1/2α–Protein akkumulierte im Nierengewebe nach Sepsis–Induktion in beiden 
Maus–Genotypen, doch der höchste Protein–Level wurde in den Morg1+/-–
Mäusen nach Sepsis–Induktion durch CLP detektiert. Von den analysierten 
HIF–Zielgenen war der vaskuläre Wachstumsfaktor VEGF im Blutplasma erhöht 
nachweisbar. Die Reduktion von MORG1 oder/und die Stabilisierung von HIF–
1/2α–Protein zeigten renoprotektive Effekte in der Niere der Morg1+/-–Mäuse 
verglichen mit den septische Wildtypmäusen. Dies wurde in der geringeren 
Vakuolisierung und tubulärer Apoptose sowie Nekrose 24h nach Induktion von 
Sepsis oder LPS–Applikation deutlich. In Übereinstimmung mit diesen Befunden, 
wurde in den Morg1+/-–Mäuse eine Protektion gegen die Infiltration von CD3+–
T–Zellen in beiden Sepsis–Modellen und dem Endotoxämie–Modell im 
Vergleich zu den entsprechenden Wildtyptieren gefunden. Diese Daten 
reflektieren aber nicht die systemische Inflammation, da keine signifikanten 
Unterschiede in den inflammatorischen Zytokinen im Blutplasma unter diesen 
experimentellen Bedingungen gefunden wurden. Zudem war die Nierenfunktion 
verschlechtert aufgrund der Sepsis– und Endotoxämie–Induktion in beiden 
Maus–Genotypen mit ähnlichem Ausmaß. Weiterhin wurde der Effekt der 
Reduktion von MORG1 und HIF–1/2α–Aktivierung auf die Überlebensrate über 
72 Stunden analysiert. Die Daten zeigten, dass die Suppression der MORG1–
Expression mit einer gesteigerten Letalität der septischen Tiere korrelierte 
verglichen mit den entsprechenden Wildtypmäusen. 
Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass die Inhibierung von MORG1 
bzw. die HIF–1/2α–Aktivierung keinen Vorteil für das Überleben unter 
septischen Konditionen hat, wenn auch trotz signifikanter renoprotektive 
Effekte. Die LPS–Injektion beeinflusste nicht die Überlebensrate der Tiere 
weder in den Morg1+/-– noch in den Wildtypmäusen. Weitere Untersuchungen 
sind nötig, um diese scheinbar widersprüchlichen Befunde aufzuklären und um 
den Einfluss von MORG1 und HIF–1/2α in der Sepsis induzierten Schädigung 
anderer Organe zu prüfen. 




Sepsis is a generalized hyperinflammatoric host response caused by an 
infection. Renal dysfunction such as acute renal failure is frequently associated 
with sepsis due to the limited supply of tissue oxygen in the renal tissue, and 
the extremely strong host immune response. Hypoxia inducible factor–1 as well 
as 2 alpha (HIF–1/2α) are essential for cellular adaptation to hypoxic conditions 
in the tissue. Under normoxia, the regulation of HIF–1α occurs by 
prolylhydroxylases (PHDs) that induce the proteasomal degradation of HIF–1α 
and HIF–2α via the ubiquitin–E3–ligase–complex. The scaffold protein 
mitogen–activated protein kinase organizer 1 (MORG1) interacts with PHD3, 
one of three known PHD isoforms, and provides the regulation and stabilization 
of the HIF–1/2α proteins. In various animal models such as renal 
ischemia/reperfusion exhibited partially kidney protective effect in mice 
expressing only one Morg1 allele (heterozygous Morg1 mice, Morg1+/- mice). 
These animals showed less renal apoptosis and tubular damage, which was 
associated with increased HIF–1/2α protein’s expression. On the other hand 
previous studie have demonstrated that deletion of HIF–1α in a sepsis model of 
cecal ligation and punction (CLP) leads to a reduced inflammation. 
The role of MORG1 in relation to enhanced HIF–1α protein levels in sepsis–
induced renal injury has not yet been investigated. Therefore, in this study we 
have analysed the influence of sepsis dependent kidney damage in Morg1+/- 
and wild–type mice. Peritonitis was induced in two sepsis mouse models – CLP 
and peritoneal contamination and infection (PCI), in addition endotoxemia was 
studied in lipopolysaccharides (LPS) treated mice. To figure out the impact of 
MORG1–PHD3–HIF complex in sepsis–induced renal injury the kidney 
morphology and function as well as the inflammatory markers were explored in 
more detail. Furthermore, the survival studies using the above three mouse 
models were performed. 
Immunohistological analysis of kidney slices demonstrated that sepsis 
induction did not significantly affect the MORG1 protein expression in wild–type 
animals, whereas it was slightly elevated by LPS application. However, in 
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Morg1+/- mice MORG1 levels were significantly reduced in CLP–sepsis model. 
The HIF–1/2α was accumulated in renal tissue after sepsis induction in both 
genotypes, but the highest protein levels were detected in the Morg1+/ mice after 
CLP–sepsis induction. Nevertheless, the HIFs target gene vascular growth factor 
VEGF was increased expressed in blood plasma. The reduction of MORG1 or/and 
stabilization of HIF–1/2α protein showed renoprotective effects in kidney of 
Morg1+/- animals, demonstrated as less vacuolization and tubular apoptosis and 
necrosis 24 hours after induction of sepsis or LPS application compared with 
the wild–type septic mice. In agreement with these observations, the Morg1+/- 
mice were protected against the infiltration of CD3+–T–cells in both sepsis 
models and endotoxemia as compared to the corresponding wild–type animals. 
However, that did not reflect the systemic inflammation, as we did not detect 
significant differences in the inflammatory cytokine concentrations in the blood 
plasma under our experimental conditions. Furthermore, renal function was 
deteriorated due to sepsis and endotoxemia induction in both mouse genotypes 
to the similar extend. 
Furthermore, the effect of MORG1 down–regulation and HIF–1α activation 
were analysed by survival assay over 72 hours. Our data have shown that 
suppression of MORG1 expression was correlated with an increased lethality of 
septic animals compared with the correspondingly treated wild–type mice. 
Therefore, we can conclude that Inhibition of MORG1 or HIF–1/2α activation 
is not beneficial for animal survival under sepsis conditions, regardless of their 
renoprotective effects. On the other hand, the LPS injection did not affect the 
survival ability of the animals either Morg1+/- or wild–type mice. Further analyses 
are needed to elucidate these seemingly contradictory findings. The influence of 
MORG1 and HIF–1/2α in other organs injury by sepsis should be also 
addressed. 




1.1 Medizinische und gesellschaftliche Bedeutung der 
Sepsis 
Die Sepsis1 ist eine durch Mikroorganismen verursachte Infektion mit einer 
generalisierten, inflammatorischen Wirtsantwort. Formuliert und beobachtet 
wurde diese Dysreaktion in seiner Komplexität um 1900 unter anderem von 
Paul Ehrlich (zitiert von Deutsche Sepsis-Gesellschaft e.V.) und 1914 von Hugo 
Schottmüller [zitiert in (Budelmann 1969)]. Um die Findung einer Definition 
dieses Erkrankungsbilds machten sich 1989 Bone und Balk verdient (Balk und 
Bone 1989). Aufgrund der öffentlichen und fachlichen Unwissenheit und um die 
prägnante Gefahr der Sepsis als lebensbedrohliche klinische Krankheits-
erscheinung mit pathophysiologischen Veränderungen zu zeigen (Ibrahim 2008, 
Rubulotta et al. 2009), wurden weitere Modifikationen vorgenommen (Bone et 
al. 1992, Brunkhorst et al. 2010). 
In Deutschland hat die Sepsis eine Prävalenz von 34,7%. Die drei Monats 
Mortalität liegt über 54% für eine schwere Sepsis (Brunkhorst et al. 2005b, 
Bauer et al. 2006, Brunkhorst et al. 2005a, Engel et al. 2007). Die hohe Letalität 
von 60.000 Fällen pro Jahr in Deutschland heben die septischen Infektionen auf 
die dritthäufigste, bekannte Todesursache nach den koronaren und akuten 
Herzerkrankungen (Bauer et al. 2006, Engel et al. 2007). Die septischen 
Erkrankungen sind mit 220 Neuinfektionen pro Jahr vergleichbar mit denen der 
Komplikation Herzinfarkt (Angus et al. 2001, Hall et al. 2011). Die Überlebenden 
einer Sepsiserkrankung haben oft Folgeschäden durch Sepsis induzierte 
Veränderungen in vielen Organsystemen (Gonnert et al. 2011). 
1.2 Pathogenese der Sepsis und der Sepsis induzierten 
Nierenschädigung 
1.2.1 Pathogenese der Sepsis 
An der Pathogenese einer Sepsiserkrankung sind die Virulenz oder Pathogenität 
des Erregers, die Menge des Inokulums, die schon bestehenden Komorbi-
ditäten, das Alter sowie genetische Polymorphismen und der inflammatorische 
1
 In dieser Arbeit wird dieses Erkrankungsbild allgemein als Sepsis bezeichnet. 
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Insult des Wirtsorganismus maßgeblich beteiligt (Hotchkiss und Karl 2003). Die 
Abbildung 1 zeigt schematisch die einzelnen Schweregrade der 
Sepsiserkrankung (Bone et al. 1992) einschließlich der Risikogruppe, der 
Symptome, den Verlauf und die Folge der Erkrankung. 
Abbildung 1: Schweregrade der Sepsis. Schematische Darstellung der 
Sepsiserkrankung einschließlich der Risikogruppen, Symptome und Folgen. SIRS, 
systemic inflammatory response syndrom. OP, Operation. ITS, Intensivtherapiestation. 
MOV, Multiorganversagen. Illustration nach (Rangel-Frausto et al. 1995, Gullo et al. 
2005, Buras et al. 2005, Reinhart und Brunkhorst 2010). 
Verschiedene Pathogene (Wichterman et al. 1980, Janeway und Medzhitov 
1998, Blanco et al. 2008) und ihre Produkte (pathogen–associated molecular 
patterns, PAMPs) (Reinhart et al. 2004a, Bianchi 2007) lösen dabei eine Sepsis 
aus. Aber auch deren gegebene Rezeptoren (pattern recognition receptors, 
PRR) sowie Bindungsmoleküle (Reinhart et al. 2004b) und endogene Moleküle 
(alarmins) können Auslöser einer systemischen Wirtsantwort sein (Janeway 
und Medzhitov 2002). Diese exo– bzw. endogenen Stoffe führen zu Schäden in 
infektionsortfernen Geweben bzw. Organen und können bis zu einem 
Multiorganversagen (MOV) führen (Bochud und Calandra 2003). Die 
verantwortenden exogenen Pathogene sind Mikroorganismen (Mono– oder 
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(Parrillo 1993), Viren und Parasiten (Bernard et al. 2001). Dennoch werden nur 
bei 30-50% der Sepsis–Fälle der Kontakt mit einem Erreger nachgewiesen 
(Riedemann et al. 2003). Die Mikroorganismen besiedeln äußere und innere 
Oberflächen des Menschen. Das angeborene Abwehrsystem (physiologische 
Barrierefunktion, Komplement, antimikrobielle Peptide, Phagozyten, zelluläre und 
humorale Komponenten) reguliert diese Symbiose (Zinkernagel et al. 2007). 
Wenn diese Balance unterbrochen wird, kann eine Infektion entstehen, die erst 
verstärkt und dann dysreguliert vorliegt (Osmon et al. 2003). Dabei werden 
entzündungsfördernde, proinflammatorische Mediatoren (Zytokine) wie tumor 
necrosis factor alpha (TNFα) und Interleukine (IL) wie IL–6 (Abbas et al. 1996, 
Opal und DePalo 2000), aber auch Chemokine, Lipidmediatoren, 
Sauerstoffradikale sowie immunkompetente Zellen wie Makrophagen, 
Granulozyten und Lymphozyten ausgeschüttet (Berg et al. 2011). Durch 
Vorgänge in der proinflammatorischen Immunantwort entstehen Schäden am 
Endothel, die dann wiederum Auslöser (alarmins) sind für eine erneute 
Immunantwort. Entsprechend fördern antiinflammatorische Zytokine und der 
programmierte Zelltod (Apoptose) den Abbruch der Immunreaktion, um die 
Infektion zu begrenzen und Reparaturprozesse zu initiieren (Voll et al. 1997). 
Bei der Entstehung eines septischen Erkrankungsbilds löst die primäre 
Immunantwort die Freisetzung weiterer, sekundärer Mediatoren aus und 
resultiert in einer verstärkten autark und progressiv verlaufenden Immunantwort 
oft von lebensbedrohlichem Ausmaß (Fink und Evans 2002). Die Pathogenese 
des Sepsis induzierten Organversagens ist multifaktoriell und noch nicht 
vollständig verstanden. Vermutlich zählen neben der bakteriellen Inflammation 
die Gewebehypoperfusion und –hypoxie zu den Hauptfaktoren (Cohen 2002). 
Charakteristisch für ein entzündetes Gewebe sind Sauerstoffmangel (Ischämie, 
Hypoxie) und/oder insuffiziente Zirkulation des Bluts sowie eine geringe 
Konzentration an Glukose (Adams et al. 2009, Wilson 2009). 
1.2.2 Pathogenese der Sepsis induzierten Nierenschädigung 
Die Niere ist Ziel einer Sepsis assoziierten Organdysfunktion (Fischer und 
Polk 1975, Russell et al. 2000), die mit der Entstehung eines akuten 
Nierenversagens (ANV) einhergeht (Rangel-Frausto et al. 1995, Wang et al. 
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1999, Lopes et al. 2007, Bonventre 2007, Bellomo et al. 2008). Ein ANV liegt in 
annähernd der Hälfte der septischen Patienten in deutschen Krankenhäusern 
(Uchino et al. 2005) vor. Ähnliche Inzidenzen sind aus anderen Ländern bekannt 
(Neveu et al. 1996, Bagshaw et al. 2007). Die Sepsis geht oft mit verminderter 
Harnausscheidung, Oligurie und Azotämie (erhöhter Gehalt an harnpflichtigen 
Substanzen im Blut) einher (Harris et al. 1987). Bei einem ANV treten ebenfalls 
eine veränderte Urinausscheidung und/oder glomeruläre Filtration (Mehta et al. 
2007) sowie Nekrose der Tubuli auf (Chertow et al. 2005, Gunaratnam und 
Bonventre 2009). Etwa 67% der Patienten mit einem septischen ANV 
versterben (Neveu et al. 1996, Uchino et al. 2005, Bagshaw et al. 2007, 
Bagshaw et al. 2009), da ein akutes Nierenversagen den Verlauf einer Sepsis 
verschlechtert (Goodwin und Schaer 1989, Russell et al. 2000, Bauer et al. 
2006, Bagshaw et al. 2008). Das Risiko einer tödlich verlaufenden Sepsis steigt 
zudem bei dialysepflichtigen Patienten (Uchino et al. 2005, Oppert et al. 2008). 
Die Wichtigkeit der Prävention vor dem akuten Nierenversagen wird durch die 
Tatsache betont, dass sich die Mortalität des ANV trotz großer Fortschritte in 
der intensivmedizinischen Versorgung in den letzten 20 Jahren kaum 
vermindert hat (Klenzak und Himmelfarb 2005). 
Sepsis per se wird nicht zwangsläufig für die Entstehung eines septischen 
ANV verantwortlich gemacht (Harris et al. 1987). Vielmehr führen 
hämodynamische und nicht hämodynamische Faktoren wie immunologische 
Faktoren zu Veränderungen in der Niere (Wan et al. 2008, Bellomo et al. 2008). 
Die Nieren reagieren empfindlich auf eine Minderperfusion oder Hypoxie (Brezis 
et al. 1984, Epstein et al. 1987), da diese unter physiologischen Konditionen 
einen relativen Sauerstoff (O2)–Mangel im äußeren Mark aufweisen (Balaban 
und Sylvia 1981, Epstein et al. 1982). Eine Hypoxie ist definiert als Reduktion 
des Normallevels des Sauerstoffpartialdrucks (PaO2) im Gewebe (Xia et al. 
2009). In der Literatur werden verschiedene Ursachen für die Entstehung eines 
septischen ANV beschrieben. So wurde gezeigt, dass die Ischämie vermittelte, 
akute tubuläre Nekrose aufgrund einer Sepsis die häufigste Ursache des ANV 
ist (Liano und Pascual 1996, Mehta et al. 2004). Auch die Inflammation spielt 
eine entscheidende Rolle bei der Entstehung eines Nierenversagens (Schrier et 
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al. 2004, Bonventre und Zuk 2004). In anderen Untersuchungen wurde 
allerdings gezeigt, dass das septische Nierenversagen mit beeinträchtigter 
renaler Mikrozirkulation (Wang et al. 2011, Seely et al. 2011) bzw. geringerer 
arterieller Blutversorgung sowie Vasokonstriktion und weniger mit akuter 
tubulärer Nekrose zusammenhängt (Harris et al. 1987, Terra et al. 2005). In 
weiteren Arbeiten wurden zudem die direkte toxische Schädigung durch 
Bakterien und Endotoxine, Ablagerungen von Mikrothromben in dem 
Nierengefäßsystem oder die Produktion freier Sauerstoffradikale als 
Verursacher eines Nierenschadens verantwortlich gemacht (Wang et al. 2003, 
Bonventre und Zuk 2004). 
In der Niere sind Sauerstoffbereitstellung und –verbrauch different. Vom 
Cortex der Niere bis in die Medulla sinkt der gemessene PaO2 (Welford et al. 
2010). Eine medulläre Sauerstoffsuffizienz erfordert eine Regulation der 
intrarenalen Mikrozirkulation und der tubulären Transportaktivität (Rosenberger 
et al. 2006). Während der Nephrogenese treten physiologisch hypoxische 
Verhältnisse auf (Bernhardt et al. 2006a). In gesunden Geweben liegt der PaO2 
bei 17,5-63 mmHg (ca. 2,5-9% O2), in Wunden und entzündlichen Geweben 
jedoch sinkt dieser auf ein viel geringeren Level von <1% O2 (Zinkernagel et al. 
2007). Der Hypoxie induzierte Faktor HIF–1/2 (hypoxia inducible factor–1/2) 
reguliert biologische Prozesse wie das Überleben, die anaerobe Glykolyse, die 
Zellproliferation oder die Apoptose und ist ein zentraler Regulator der Zelladap-
tation bei Hypoxie (Semenza 2001, Haase 2006, Rosenberger et al. 2006). Bei 
einer systemischen Hypoxie vermitteln die Nieren die Erythropoese durch 
rapide Erythropoetin (EPO)–Bereitstellung in den renalen interstitiellen 
Fibroblasten (Fandrey 2004). Aus Untersuchungen in verschiedenen Modellen 
der Nierenerkrankung wie Ischämie/Reperfusion oder Cisplatin–Nephropathie ist 
bekannt, dass die Aktivierung von HIF eine protektive Wirkung hat (Nangaku et 
al. 2008). Dafür reguliert HIF die Expression von verschiedenen Genen, die direkt 
relevant sind für die Adaptation an hypoxische Verhältnisse in der Niere 
während eines ANV (Maxwell 2003). So wird über die Leber zusätzlich EPO 
produziert, dessen Synthese von HIF–2α reguliert wird (Rankin et al. 2007). In 
hypoxischen Nieren findet sich HIF–1α in den Glomeruli sowie in den tubulären 
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Epithelzellen, wohingegen HIF–2α in den EPO produzierenden interstitiellen 
Fibroblasten und peritubularen Endothelzellen exprimiert wird. Im Gegensatz zu 
Rosenberger et al. (Rosenberger et al. 2002) wurde in anderen Arbeiten HIF–
2α auch in den Tubuluszellen gefunden (Bondeva et al. 2013). Bei inadäquater 
Sauerstoffversorgung wechseln renale Tubuluszellen vom aeroben zum 
anaeroben Metabolismus, um die Glykolyse zur Hauptenergiegewinnung zu 
nutzen (Minchenko et al. 2003). Allerdings können die Tubuluszellen im S3–
Segment, letztes Drittel der proximalen Tubuli, nicht zum anaeroben 
Metabolismus wechseln und haben zudem einen erhöhten Sauerstoffbedarf, 
sodass diese Zellen eine erhöhte Empfindlichkeit gegenüber hypoxischen 
Einflüssen ausfweisen (Ruegg et al. 1987, Heyman et al. 2002). Unter längerer 
Hypoxie erschöpfen die ATP–Reserven der Tubuluszellen, sodass diese 
geschädigt werden können (Devarajan 2006). Das dabei zerstörte Zytoskelett 
führt dann zum Verlust des Bürstensaums der Tubuli und Zellverbindungen 
brechen auf, sodass der weiterführende Tubulusapparat beeinträchtigt wird. Die 
dadurch auftretende Ischämie fördert die tubuläre Ausschüttung von 
proinflammatorischen sowie chemotaktischen Zytokinen und resultiert in der 
Infiltration von Leukozyten in das Nierengewebe. Folglich blockieren die 
Leukozyten die Mikrozirkulation und sezernieren zytotoxische Zytokine, reaktive 
Sauerstoffspezies und proteolytische Enzyme, die die Tubuluszellen weiter 
schädigen können (Bonventre und Zuk 2004). Diese Mechanismen und der 
programmierte Zelltod führen zu Zellverlust und zur Einschränkung der 
Gewebefunktion der Niere (Cobb et al. 2000, Paxian et al. 2003). 
In der Literatur werden Modelle der Sepsis–Induktion und die Analyse in 
verschiedenen Tierarten beschrieben (Buras et al. 2005). Das Modell der 
Endotoxämie wurde in der Vergangenheit sehr oft verwendet. Aufgrund der 
Aktivierung der proinflammatorischen Immunantwort des Wirtsorganismus 
durch das Endotoxin (z. B. Lipopolysaccharide, LPS) kann die Sofortreaktion 
bzw. die initiale, klinische Symptomatik einer Sepsis (SIRS, siehe Abb. 1) 
untersucht werden (Wichterman et al. 1980, Remick et al. 2000, Cohen 2002, 
Rittirsch et al. 2008). Die Bakterämie–Modelle wie peritoneale Kontamination und 
Infektion (PCI) und caecale Ligation und Punktion (CLP) zeigen ähnliche 
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Merkmale wie in einem humanen septischen Erkrankungsbild (Buras et al. 
2005). Bei der PCI wird eine definierte Qualität und Quantität einer 
Bakteriensuspension dem Versuchstier appliziert, während bei der CLP eine 
gemischte und undefinierte Pathogenflora induziert wird. Das CLP–Modell hat 
die größte klinische Relevanz und gilt als das ideale Sepsis–Modell, um eine 
humane, mittelschwere Sepsis (siehe Abb. 1) in einem Tiermodell zu simulieren 
(Wichterman et al. 1980). 
1.3 Nierenfunktion 
Die Niere ist ein paarig angeordnetes Organ, das eine besondere Bedeutung 
für die Homöostase der extrazellulären Flüssigkeit, des Blut pH–Wertes, des 
Wasser–und Elektrolythaushalts des Körpers hat. Um die Nierenfunktion 
aufrecht zu erhalten, ist eine hohe Durchblutung der Nieren notwendig. Die 
Nieren, v. a. die Nierenrinde, werden von 20-25% des Herzminutenvolumens 
durchströmt (Regan et al. 1995). Damit ist einerseits die enorme 
Filtrationsfunktion der Niere gewährleistet, um harnpflichtige Substanzen wie 
Harnstoff, Kreatinin, und Fremdstoffe auszuscheiden und nicht harnpflichtige 
Stoffe wie Aminosäuren oder Glukose im Tubulussystem rückzuresorbieren. 
Andererseits kommt der Niere eine weitere besondere Aufgabe zu in der 
Überwachung des Sauerstoffgehalts im Blut über das Hormon Erythropoetin 
(Haase 2010, Bunn 2013). Dadurch kann die Anzahl der Erythrozyten und somit 
die Sauerstoffverfügbarkeit unter hypoxischen Bedingungen erhöht werden. 
Trotz des enormen Blutstroms durch die Nieren, weist die renale Medulla den 
geringsten physiologischen PaO2 von 20 bis <10 mmHg auf im Vergleich zum 
Nierenkortex mit 30-50 mmHg und anderen Organen (Brezis und Rosen 1995, 
Lubbers und Baumgartl 1997). Der Blutfluss und der Sauerstoffverbrauch sind 
konstant bei einem stabilen kortikomedullären Sauerstoffgradient und einem 
relativ geringen Gewebe–PaO2 (Wenger und Hoogewijs 2010). Bei einem 
geringen Druckabfall ist der renale Blutfluss beeinträchtigt (Rosenberger et al. 
2006) und die Exposition gegenüber einem Hypoxieschaden des 
Nierengewebes erhöht. Dem entgegenzuwirken besitzen die Nierenzellen 
verschiedene molekulare Mechanismen. Ein Beispiel dafür ist der HIF–
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Signalweg. Der Transkriptionsfaktor HIF spielt eine zentrale Rolle in der 
zellulären Adaptation an hypoxische Verhältnisse (Haase 2013). 
In Abbildung 2 ist der makro– und mikroskopische Aufbau (Abb. 2A) bis hin 
zur kleinsten funktionellen Einheit, dem Nephron (Abb. 2B), einer humanen 
Niere gezeigt. Die Blutfiltration beginnt in den Nierenkörperchen, den Glomeruli 
(Abb. 2C). 
Abbildung 2: Der Makro– und mikroskopische Aufbau einer humanen Niere. (A) 
Querschnittsansicht der Niere. (B) Aufbau der kleinsten funktionellen Einheit, dem 
Nephron, der Niere. (C) Glomerulus. (D) Tubuli. Illustration und Beschriftung nach 
(Regan et al. 1995, Bulger 1986). 
Der hier gebildete Primärharn (glomeruläres Ultrafiltrat) gelangt in die 
proximalen Nierenkanälchen, die Tubuli (Abb. 2D), zur weiteren Modifikation 
(Bulger 1986). Das glomeruläre Ultrafiltrat wird gezielt durch Resorption v. a. 
von Wasser und gelösten Stoffen bzw. durch Sekretion von organischen 
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geringen Maße auch in der Henle–Schleife und in den distalen Tubuli 
konzentriert (Bulger 1986, Capasso et al. 2002). Die distalen Tubuli speisen die 
Sammelrohre, in denen die endgültige Harnkonzentration eingestellt wird 
(Bulger 1986). 
1.4 Bedeutung von MORG1 und HIF–1α in der Sepsis 
induzierten Nierenschädigung 
1.4.1 Allgemeine und physiologische Bedeutung von MORG1 und 
HIF–1α 
Das molekulare Gerüstprotein MORG1 [mitogen–activated protein kinase 
(MAPK) organizer 1] ist ein Mitglied der –transducin WD–40 repeat 
Proteinfamilie mit 7 Wiederholungen der WD–Domäne (Hopfer et al. 2006, 
Stahr et al. 2012). MORG1 wurde als ein Bindungspartner von dem 
Gerüstprotein MP1 (MAPK kinase 1–inter-acting protein 1) isoliert, das in den 
MAPK–Signalweg involviert ist (Vomastek et al. 2004). Später wurde durch 
Hopfer et al. seine Interaktion und Kolokalisation mit der Prolylhydroxylase 
(PHD) 3 im Nukleus und im Zytoplasma von Mammaliazellen in differenten 
Gewebearten gefunden. MORG1 stabilisiert die Prolylhydroxylase 3 und 
vermittelt deren Aktivität (Hopfer et al. 2006). Unter normoxischen Konditionen 
fördert das aktivierte PHD3 die rasche Degradation der zwei Isoformen HIF–1α 
und HIF–2α in den Nieren und im Gehirn (Appelhoff et al. 2004, 
Hammerschmidt et al. 2009, Haase et al. 2009). MORG1 und PHD3 haben 
ähnliche Expressionsmuster und wurden in verschiedenen Organen wie Gehirn, 
Herz, Skelettmuskel, Niere, Leber, Milz und Lunge gefunden (Oehme et al. 
2002, Lieb et al. 2002, Freeman et al. 2003). Die Untersuchungen von 
Hammerschmidt et al. zeigten außerdem, dass MORG1 die Aktivität von HIF–
1α verringert und bis auf den basalen Level reduziert, wenn MORG1 mit PHD3 
interagiert (Hammerschmidt et al. 2009). Bisher wurden 3 verschiedene 
Isoformen (PHD1, PHD2 und PHD3) entdeckt (Takeda et al. 2008). Die PHD–
Aktivität wird nicht nur durch O2 moduliert, sondern auch durch metabolische 
Intermediäre Substanzen oder PHD–Kofaktoren wie reaktive Sauerstoffspezies, 
Askorbinsäure, Succinat, Fumarat und Stickstoffoxid. Zudem reguliert die E3–
Ligase Siah (seven in absentia homolog) die Stabilität von PHD1 und PHD3 
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(Gunaratnam und Bonventre 2009). Ein weiterer Regelmechanismus scheint 
über HIF–1/2α stattzufinden. Aprelikova et al. zeigten eine Verminderung der 
PHD3–Expression aufgrund der Herunterregulation von HIF–1α und HIF–2α 
durch siRNS (small interfering Ribonukleinsäure) nach 4h Hypoxie (Aprelikova 
et al. 2004). Der Abbau von PHD3 unterliegt ebenso der proteasomalen 
Degradation (Borden 2000). HIF wurde in den meisten humanen, Ratten– und 
Mausgeweben u. a. in der Niere gefunden (Wang und Semenza 1993a, Wiener 
et al. 1996) und scheint eine zentrale Rolle in der Adaptation an ein niedriges 
Sauerstoffangebot zu spielen und reguliert damit die Sauerstoff–Homöostase 
(Semenza 2000). Da Hif–1α kontinuierlich exprimiert wird und das HIF–Protein 
ständig abgebaut wird, unterliegt HIF–1α einer strengen Regulation (Wang et al. 
1995, Jeong et al. 2002). Unter konstanter oder extremer Hypoxie reguliert HIF 
seine eigene Degradation über PHD, indem HIF die Transkription von PHD 
fördert. Diese Rückkopplung dient einer schnellen, aber kontinuierlichen und 
sauerstoffunabhängigen Degradation von HIF (Marxsen et al. 2004). Erst bei 
einem Stimulus wird das HIF–Protein modifiziert und stabilisiert (Wenger et al. 
1997, Blouin et al. 2004). Wang und Semenza zeigten erstmals die Induktion 
der Aktivität von HIF–1α in nicht–EPO produzierenden Zellen und das HIF–1α 
bei Hypoxie die Transkription von vielen Genen aktiviert (Wang und Semenza 
1993b, Wang und Semenza 1996). Die Übersichtsarbeit von Nakayama und 
andere Arbeiten zeigten zusätzliche fördernde und hemmende Einflüsse, die die 
HIF–Aktivität modulieren. Beispielsweise induzieren ERK (extracellular signal–
regulated kinase), Wachstums-faktoren, Zytokine oder Onkogene wie mTOR 
(mammalian target of rapamycin) die transkriptionelle Aktivität von HIF–α. Auch 
über den NF–κB–Signalweg werden neben dem HIF–Signalweg Hypoxie 
vermittelte Gene induziert. Angiotensin II induziert ebenfalls die HIF–1α–
Aktivität in verschiedenen Zelltypen u. a. in renalen Zellen (Wolf et al. 2004, 
Nakayama 2009, Demidenko und Blagosklonny 2011, Bondeva et al. 2013). 
Homolog zum HIF–1α wurden zwei weitere Hypoxie induzierte Faktoren, HIF–2α 
(Ema et al. 1997) und HIF–3α (Gu et al. 1998), gefunden. Deren Expression ist 
aber eher spezialisiert bzw. limitiert (Semenza 2000). Zu HIF–3α ist bisher nicht 
viel bekannt (Ke und Costa 2006). Das Protein besitzt keine 
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Transaktivationsdomäne und scheint eher die HIF vermittelte Genexpression zu 
regulieren (Makino et al. 2001). 
Die Abbildung 3 zeigt die sauerstoffabhängige Regulation von HIF–1α und 
die Beziehung zu MORG1 und PHD3. Bei herrschender Normoxie unterliegt 
HIF–1α den Ubiquitin–Proteasom–Signalweg. Die Interaktion mit MORG1 
vermittelt die Aktivierung von PHD3 (Hopfer et al. 2006, Hammerschmidt et al. 
2009), die notwendig ist für die Hydroxylierung der Prolylreste Pro402/564 der 
HIF–1α–ODD (oxygen dependent degradation)–Domäne durch PHD3 (Huang 
et al. 1998, Ivan et al. 2001, Jaakkola et al. 2001). PHD3 benötigt dazu 
Substrate wie O2 und 2–Oxoglutarat (2–OG, Zwischenprodukt des Krebszyklus) 
sowie zweiwertiges Eisenkation (Fe2+) als Kofaktor. Das fördert die Bindung von 
HIF–1α an den von–Hippel–Lindau (pVHL)–Komplex (Yu et al. 2001, Epstein et 
al. 2001). Das Protein VHL ist ein Substrat von dem E3–Ligasekomplex, der 
dann an die ODD–Domäne vom HIF–1α bindet (Cockman et al. 2000). Der 
Ligasekomplex besteht aus Cullin2, Elongin C und Rbx1 (ring–box protein) 
(Kallio et al. 1999, Cockman et al. 2000, Gunaratnam und Bonventre 2009). 
Damit ist die Voraussetzung für die anschließende Ubiquitinierung von HIF–1α 
gegeben (Huang et al. 1998), welches dann über das 26S–Proteasom 
degradiert wird (Gunaratnam und Bonventre 2009). Die Arbeit von Wenger fasst 
die Interaktionen von HIF–1α mit Proteinen wie p53 oder Hsp90 (heat shock 
protein 90) unter normoxischen Bedingungen zusammen (Wenger 2002). Unter 
milden hypoxischen und normoxischen Verhältnissen hydroxyliert eine 
Asparaginylhydroxylase FIH (factor inhibiting HIF, ARD1) einen Asparagin–Rest 
(Asn803/851) in HIF–1α und HIF–2α, um die HIF–Protein–Aktivität zu dämpfen 
bei moderater Hypoxie (Lando et al. 2002, Koivunen et al. 2004). FIH ist in 
renalen Tubulusepithelzellen und in den Glomeruli exprimiert (Soilleux et al. 
2005). 
Bei Hypoxie wird die Proteasom vermittelte Degradation inhibiert, sodass 
HIF–1α stabilisiert wird und akkumuliert (Kallio et al. 1998, Huang et al. 1998), 
ohne das die Hif–1α–mRNS (messenger RNS) hochreguliert wird (Wenger et al. 
1997). Die transkriptionelle Aktivität von HIF–1α erfordert die Inhibierung der 
posttranskriptionellen Hydoxylierung der α–Untereinheit (Brahimi-Horn und 
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Pouyssegur 2009). Bei insuffizienter Sauerstoffbereitstellung in hypoxischen 
Geweben sind die PHD–Isoformen und FIH inaktiv. Durch posttranskriptionelle 
Proteinphosphorylierung der Hif–1α–mRNS (Wenger 2002) und durch 
Modifikationen des HIF–1α–Proteins wird dieses stabilisiert und im Zytoplasma 
akkumuliert (Huang et al. 1996, Kallio et al. 1997). Über einen aktiven, 
energieabhängigen Transport transloziert HIF–1α in den Nukleus. Dabei 
präsentiert das stabilisierte HIF–1α ein Sequenzmotiv (nuclear localisation 
signal, NLS) und bindet an den Kernporenkomplex (Vandromme et al. 1996, 
Kallio et al. 1998). Die Untersuchung von Kallio et al. zeigte eine Transferdauer 
von ca. 1 Stunde (Kallio et al. 1998). Im Zellkern bildet HIF–1α einen basic 
helix–loop–helix (bHLH), heterodimeren Transkriptionsfaktor (Jiang et al. 1996), 
der aus einer labilen alpha (HIF–1α) und einer stabilen beta (HIF–1β) 
Untereinheit ARNT (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator) besteht 
(Hoffman et al. 1991, Wang et al. 1995, Eguchi et al. 1997). Dabei ist die 
Bindung von HIF–1α an HIF–1β spezifisch, während HIF–1β weitere bHLH–
Proteine binden kann (Swanson et al. 1995, Jiang et al. 1996). Über die N– und 
C–terminale Transkription–Aktivierungsdomänen (NAD, CAD) von HIF–1α und 
HIF–2α wird unter hypoxischen Bedingungen die Bindung an das cAMP 
response element–binding protein (CBP) reguliert (Ema et al. 1999). Die 
zusätzlichen Faktoren p300 (Arany et al. 1996), SRC–1 und TIF2 sowie Ref1 
(Carrero et al. 2000) sind erforderlich, um die funktionelle Form des HIF–Dimers 
zu bewahren (Kallio et al. 1998). Die beiden Kofaktoren des HIF–Dimers 
CBP/p300 sind Histonacetyltransferasen, die die Chromatinstruktur im 
Genomlokus öffnen (Wenger 2002). Das stabilisierte Heterodimer bindet im 
HRE (hypoxia response element) in der Promotorregion der Zielgene (Guillemin 
und Krasnow 1997, Wenger und Gassmann 1997) und induziert die 
Transkription von über 70 Genen (Wenger et al. 2005). Die Proteinprodukte 
dieser Gene sind wichtig für die Zellproliferation, die Apoptose, die Erythropoese, 
den Energie–, Eisen– und Glukosemetabolismus, die Immunreaktion, die 
Zytokinproduktion, die Vaskularisation, die pH–Regulation und die Zell–Zell– 
und Zell–Matrix–Interaktion (Semenza 2001, Rosenberger et al. 2006, Haase 
2006). 
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Abbildung 3: Modell der Beziehung zwischen MORG1, PHD3 und HIF–1α. CBP, 
cAMP response element–binding protein. c–Myc, c–Myelocytomatose. EPO, 
Erythropoetin. ER, endoplasmatisches Retikulum. ERK, extracellular signal–regulated 
kinase. Fe2+, zweiwertiges Eisenion. HIF, hypoxia inducible factor. HRE, hypoxia 
response elements. MORG1, MAPK organizer 1. mTOR, mammalian target of 
rapamycin. NF–κB, nuclear factor–kappa B. NO, Stickstoffmonoxid. 2–OG, 2–
Oxoglutarat. O2, Sauerstoff. PHD, Prolylhydroxylase. Pol II, Polymerase II. p53, 
Tumorsuppressor. p300, Histone–Acetyltransferase–Domäne. Rbx1, ring–box protein 1. 
Ref–1, redox effector factor-1. ROS, reaktive Sauerstoffspezies. Siah, seven in 
absentia homolog. SRC–1, steroid receptor coactivator-1. VEGF, vascular endothelial 
growth factor. pVHL, von–Hippel–Lindau. Vit C, Askorbinsäure. Illustration nach 
(Haase 2006, Gorlach und Bonello 2008, Nakayama 2009, Gunaratnam und Bonventre 
2009, Wenger und Hoogewijs 2010). 
1.4.2 Nierenspezifische und pathophysiologische Bedeutung von 
MORG1 und HIF–1α 
Die adaptive physiologische und pathophysologische Antwort auf hypoxische 
Verhältnisse im Gewebe durch HIF–1α über die Förderung der Transkription 
diverser Gene wurde in verschiedenen Untersuchungen gezeigt (Wang und 
Semenza 1993a, Wang und Semenza 1996, Jiang et al. 1996, Forsythe et al. 
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1996). HIF–1/2α sind für die Embryo– und Nephrogenese erforderlich (Maltepe 
et al. 1997, Ryan et al. 1998, Iyer et al. 1998, Tian et al. 1998). In dem ANV–
Mausmodell durch renale Ischämie/Reperfusion konnte eine protektive Wirkung 
in Morg1+/-–Mäusen gegen renale Apoptose und tubuläre Schädigung mit der 
Erhöhung von HIF–1/2α und den Plasmakonzentartionen von EPO gezeigt 
werden. Weiterhin wurde eine verminderte Nierenentzündung und weniger 
proinflammatorische Zytokine sowie eine verbesserte Nierenfunktion in den 
heterozygoten Tieren beobachtet im Vergleich zu den Wildtypmäusen nach 
Ischämie/Reperfusion (Hammerschmidt et al. 2009). Bernhardt et al. konnten 
eine protektive Wirkung gegen ischämische Gewebeschäden durch Inhibierung 
der HIF–Degradation aufgrund einer Hypoxie und PHD–Inhibierung nachweisen 
(Bernhardt et al. 2006b). Bergeron et al. zeigten die Induktion von HIF–1α und 
seiner Zielgene aufgrund einer Ischämie im Rattenhirn im gleichen Areal des 
Schlaganfalls (Bergeron et al. 1999). In einem weiteren Mausmodell der 
Arterienokklusion im Gehirn konnte durch Stahr et al. eine protektive Wirkung 
gegenüber der ischämischen Einwirkung in den Morg1+/-–Mäusen gezeigt 
werden verglichen mit Wildtyptieren (Stahr et al. 2012). In weiteren in vivo–
Studien wurde die protektive Wirkung von HIF in der Niere beschrieben (Schley 
et al. 2011, Wang et al. 2012, Kobayashi et al. 2012). Kontrovers dazu sind die 
Untersuchungen bei gezielter Deletion des HIF–1α–Gens in T–Zellen 
(Myeloidzellen) von Mäusen. HIF ist essentiell für die Generation von zellulärem 
ATP in diesen Zellen (Kong et al. 2004). Die Mäuse waren vor einer 
Gewebeschädigung in der Milz geschützt, möglicherweise aufgrund der 
ausgebliebenen, antibakteriellen Immunantwort durch die T–Zellen. Das 
resultierte in einer verbesserten Überlebensrate (Thiel et al. 2007). Eine 
verstärkte antibakterielle Abwehr und verbessertes Überleben nach Sepsis–
Induktion im CLP–Modell zeigten Georgiev et al., wenn in den T–Zellen gezielt 
eine Isoform von HIF–1α genetisch ausgeschalten wurde (Georgiev et al. 
2012). Imtiyaz et al. zeigten in myeloidspezifischen HIF–2α–Nullmäusen 
ebenso einen Vorteil im Vergleich zu den Wildtyptieren. Die Nullmäuse waren 
unempfindlicher gegenüber LPS induzierender Endotoxämie aufgrund der 
ausgebliebenen, überschwellenden, proinflammatorischen Antwort (Imtiyaz et 
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al. 2010). Experimente mit PHD3–knockout–Mäusen konnten diese Ergebnisse 
bestätigen (Kiss et al. 2012). Dennoch zeigten Untersuchungen, dass durch 
eine präkonditionale Aktivierung von HIF durch Induktion einer Gewebehypoxie 
(z. B. via Kohlenstoffmonoxid–Behandlung) die ischämische, akute 
Nierenschädigung, Kreatinin und Harnstoff–Stickstoff im Serum sowie Apoptose 
nach 24h verbessert waren verglichen mit den Kontrolltieren (Bernhardt et al. 
2006b). Bergeron et al. veröffentlichten, dass induziertes HIF–1α, 24h vor der 
Ischämie, die Hypoxie vermittelte zerebrale Schädigung reduziert (Bergeron et 
al. 2000). In einem weiteren Modell wurde eine protektive Wirkung gegenüber 
durch Endotoxin induzierten ANV in diabetischen Mäusen belegt. Die Induktion 
eines Diabetes wurde von Ortega et al. als eine Präkonditionierung der Niere 
beschrieben und mit der Erhöhung von HIF–1α im Gewebe erklärt (Ortega et al. 
2013). Im Kontext dieser Dissertationsarbeit soll der Einfluss von HIF–1α in 
Morg1+/-–Mäusen in der Sepsis induzierten Nierenschädigung analysiert 
werden. 
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2 Ziele der Arbeit 
 In der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss von MORG1 und HIF–1α bzw. 
das voraktivierte HIF–1α in den Morg1+/-–Mäusen in der Sepsis analysiert 
werden. Da noch keine Vorkenntnisse zu MORG1 und Sepsis bekannt 
sind, sollten zwei verschiedene Sepsis–Modelle und ein Modell der 
Endotoxämie klären, in welchem dieser Modelle MORG1 und HIF den 
größten Effekt im Sepsis assoziierten akuten Nierenversagen hat. 
 MORG1 ist ein Gerüstprotein, das über seine Interaktion mit PHD3 den 
proteasomalen Abbau von HIF–1α reguliert. In diesem Zusammenhang 
sollte die Gen– und Protein–Expression von MORG1 und HIF–1α sowie 
involvierter Proteine wie HIF–2α, PHD3, EPO, GLUT1 und VEGF nach 
Sepsis–Induktion oder LPS–Gabe analysiert werden. 
 In verschiedenen Mausmodellen der Hypoxie oder der Ischämie/ 
Reperfusion wurden HIF–1/2α vermittelte protektive Effekte in der Niere 
gegenüber Nekrose und Apoptose gezeigt. Deshalb sollte der Einfluss von 
MORG1 und HIF–1α auf die möglichen nekrotischen und apoptotischen 
Veränderungen im Nierengewebe aufgrund der Sepsis–Induktionen bzw. 
LPS–Applikation betrachtet werden. 
 Weiterhin sollte der Effekt von MORG1 und HIF–1α auf die Infiltration bzw. 
Inflammation im Nierengewebe als mögliche Immunantwort auf die CLP–, 
PCI– und LPS–Behandlung beurteilt werden. Da die Sepsis eine 
generalisierte Entzündungsreaktion mit dysregulierter Immunantwort ist, 
sollten zudem verschiedene Zytokine im Blutplasma gemessen werden. 
 Um eine protektive Wirkung von HIF–1α bzw. die Herunterregulation von 
MORG1 auf die Nierenfunktion zu bewerten, wurden verschiedene 
Parameter der Nierenfunktion im Urin und Blutplasma gemessen. 
 Die systemische Auswirkung der Reduktion der MORG1–Expression bzw. 
HIF–1/2α–Aktivierung auf die Überlebensrate sollte in zwei Sepsis–
Modellen und Endotoxämie über 72h betrachtet werden, da hierzu keine 
Vorkenntnisse bekannt sind. 




3.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen 
In dieser Arbeit wurden Mäuse des robusten Inzuchtstammes C57 black 6 
(C57/BL6, Charles River) verwendet. Heterozygote Morg1 (Morg1+/-)–Mäuse 
wurden durch homologe Rekombination (Bishop et al. 2008) durch standardi-
sierte Techniken hergestellt (Hammerschmidt et al. 2009). Diese Tiere weisen 
den gleichen Phänotyp wie Wildtypmäuse auf. Homozygote Morg1–Mäuse sind 
im Embryonalstadium (Tag 10,5) letal (Hammerschmidt et al. 2009) aufgrund 
diffuser Vaskularisation in den Embryonen (Hopfer U, Wolf G, unpubliziert). Zur 
Charakterisierung des Genotyps wurden alle Tiere vor dem Experiment 
analysiert. Die Wurfgeschwister, die keine Deletion des Morg1–Gens hatten, 
wurden als Vergleichsgruppe bzw. als Wildtyp verwendet. Alle Tiere blieben über 
den gesamten Versuchszeitraum von 24h unter sterilen Bedingungen in der 
Sektion für Kleintiere, Jena und hatten freien Zugang zu Wasser und Mausfutter 
ad libitum. 
Alle Tierexperimente waren geprüft und genehmigt durch das Thüringer 
Landesamt für Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz mit der Registrier–
Nummer: 02–023/10 (Zusatz 02–023/11) und wurden unter Beachtung der 
Vorschriften des Tierschutzgesetzes durchgeführt. 
3.2 Tierexperimentelles Protokoll 
3.2.1 Versuchsgruppen 
Für die Studien wurden drei Tiermodelle verwendet, um verschiedene Folgen 
bzw. Entstehungsmöglichkeiten eines Sepsis induzierten Nierenversagens zu 
untersuchen. Um einen möglichen hormonellen Einfluss auszuschließen, 
wurden nur männliche Mäuse untersucht. Die Versuchstiere wurden je Maus–
Genotyp in zwei Behandlungsgruppen geteilt. Sepsis wurde induziert durch CLP 
oder PCI. Mit der Applikation von LPS wurde eine systemische Inflammation bzw. 
SIRS hervorgerufen. Für das CLP–Modell wurden die Mäuse der 
Kontrollgruppen beider Genotypen in einer sham–CLP–Operation (OP) ohne 
Ligation und Punktion des Caecums behandelt. Den Kontrolltieren des PCI– 
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bzw. LPS–Modells wurde eine Injektion von 0,9%igem Natriumchlorid 
intraperitoneal appliziert. Eine genaue Übersicht der tierexperimentellen 
Versuchsgruppen ist in der Tabelle 1 zusammengefasst. 
Tabelle 1: Tierexperimentelle Versuchsgruppen. CLP, caecale Ligation und 
Punktion. PCI, peritoneale Kontamination und Infektion. LPS, Lipopolysaccharide. 
Die Studien zum Überleben in den drei Behandlungsmodellen CLP, PCI und 
LPS in den Mäusen wurden über einen Zeitraum von 72 Stunden durchgeführt. 
Die Versuchstiere beider Genotypen umfassten 100 Tiere, die in 5 Tiergruppen 
unterteilt wurden. Die Tabelle 2 zeigt die verschiedenen Versuchsgruppen der 
Überlebensstudien. Nach den jeweiligen Behandlungen wurden die Mäuse in 
Käfigen mit freiem Zugang zu Mausfutter und Wasser gehalten. Die 
Volumentherapie sah eine NaCl–Applikation von 0,9%igem NaCl (25 ml/kg KG) 
6h nach den jeweiligen Behandlungen und dann alle 12h vor. Stark leidende 
Tiere wurden vorzeitig aus dem Experiment genommen bzw. nach 72h die 
überlebenden Versuchstiere fach– und tierschutzgerecht getötet. Die 
Überlebensrate wurde mit der Kaplan–Meier–Methode ausgewertet. 
Tabelle 2: Versuchsgruppen der Überlebensstudien. CLP, caecale Ligation und 
Punktion. PCI, peritoneale Kontamination und Infektion. LPS, Lipopolysaccharide. 
Genotyp Unbehandelt Behandelt Gesamt 
Wildtyp 9 für Kontrolle CLP mit 
sham CLP; 
9 für Kontrolle PCI bzw. 
LPS mit 0,9%igem NaCl  
12 für CLP–Modell; 
12 für PCI–Modell; 
12 für LPS–Modell 
54 
Morg1+/- 9 für Kontrolle CLP mit 
sham CLP; 
9 für Kontrolle PCI bzw. 
LPS mit 0,9%igem NaCl  
12 für CLP–Modell; 
12 für PCI–Modell; 
12 für LPS–Modell 
54 
Genotyp Unbehandelt Behandelt Gesamt 
Wildtyp 10 für Kontrolle CLP mit 
sham CLP; 
10 für Kontrolle PCI und 
LPS mit 0,9%igem NaCl  
10 für CLP; 
10 für PCI; 
10 für LPS 
50 
Morg1+/- 10 für Kontrolle CLP mit 
sham CLP; 
10 für Kontrolle PCI und 
LPS mit 0,9%igem NaCl  
10 für CLP; 
10 für PCI; 
10 für LPS 
50 




Eine Anästhesie wurde bei den Tieren der Gruppe CLP (sham–CLP– und 
CLP–OP) und bei allen Tieren zur Vollblutgewinnung angewendet. Narkotisierte 
Tiere, die einer sham–CLP– oder einer CLP–OP unterzogen waren, erhielten 
im Anschluss des Eingriffes ein Antidot. Die Zusammensetzung des 
Narkosemittels und des Antidots war wie folgt: 
Narkosemittel (i. p.): Medetomidin (0,5 mg/kg KG) 
   Midazolam (5,0 mg/kg KG) 
Fentany (0,05 mg/kg KG) 
Antidot (s. c.):  Atipamezol (2,5 mg/kg KG) 
Flumazenil (0,5 mg/kg KG) 
Naloxon (1,2 mg/kg KG) 
3.2.3 Behandlungen 
3.2.3.1 Caecale Ligation und Punktion (CLP) 
Die caecale Ligation und Punktion ist das ideale Sepsis–Modell, um eine 
Peritonitis und folglich eine humane mittelschwere Sepsis in einem Tiermodell 
zu simulieren (Wichterman et al. 1980). Dieses polymikrobielle Sepsis–Modell 
bewirkt eine bakterielle Kontamination des Abdomen, provoziert eine Infektion 
des Blutkreislaufes und ein Sepsis assoziiertes akutes Nierenversagen (Yasuda 
et al. 2008). Durch diese chirurgisch invasive Methode kann der typische 
hämodynamische Zustand einer Sepsiserkrankung und die dabei veränderte 
immunologische Situation im Tiermodell reproduziert werden (Buras et al. 2005, 
Rittirsch et al. 2009). 
Die narkotisierten Versuchstiere wurden auf dem OP–Tisch fixiert. 
Anschließend folgte die Desinfektion des OP–Umfeldes. Das Abdomen der 
Mäuse wurde desinfiziert und 1 cm unterhalb des Sternums für ca. 1 cm entlang 
der linea alba eröffnet. Danach wurde das Caecum nach außen luxiert. Bei der 
Sepsis induzierenden CLP–OP wurde dem Blinddarm 1/3 distal eine Ligatur 
gesetzt. Dadurch wird ein Teil des Caecums vom restlichen Blinddarm 
abgeschnürt und ein Nachschub von Darminhalt verhindert. Mit einer 21G–
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Kanüle wurde unterhalb der Ligatur am Caecum durch–und–durchgestochen. 
Direkt nach dem Herausziehen der Kanüle wurden durch mittelfesten Druck 
zwei Papillen Faeces (je ca. 1 mm³) mit ungewisser Anzahl und 
Zusammensetzung der Keime aus der Ein– und Ausstichstelle gedrückt. Nach 
der Beschreibung von Otero–Anton et al. kann damit eine mittelschwere Sepsis 
hervorgerufen werden (Otero-Anton et al. 2001). Ohne die Papillen zu 
zerstören, wurde der Blinddarm wieder in die Bauchhöhle verlagert. Bei einer 
sham–CLP–OP wurde das Caecum ohne Ligatur und Punktion in die Kavität 
des Abdomens zurückgelegt. Abschließend wurde den Tieren bei sham–CLP– 
und Sepsis induzierender CLP–OP das Abdomen mit Knopfnähten ver-
schlossen und ein Antidot (siehe Pkt. 3.2.2) sub cutan appliziert. 
3.2.3.2 Peritoneale Kontamination und Infektion (PCI) 
Das zweite Sepsis–Modell ist eine peritoneale Kontamination und Infektion 
durch Applikation einer humanen Faeces–Suspension, die zu einer Infektion des 
Peritoneums und einer Sepsis führen kann ( Sleeman et al. 1969, Perkash et al. 
1970). Auch bei diesem Sepsis–Mausmodell treten ein typisch hämodyna-
mischer Zustand einer Sepsiserkrankung und die dabei veränderte 
immunologische Situation auf (Browne und Leslie 1976). Im Gegensatz zu dem 
CLP–Modell ist bei dem PCI–Modell die Keimanzahl und –zusammensetzung 
bekannt. Die Faeces–Suspension wurde auf der Grundlage von Lorenz (Lorenz 
et al. 1994) durch die Arbeitsgruppe der experimentellen Anästhesie (UKJ/KAI, 
Jena) angefertigt und auf Qualität und Quantität der Kultur von Mikroorga-
nismen mikrobiologisch geprüft. Die Analyse erfolgte durch das mikrobiologische 
Labor (UKJ, Jena). Die Gesamtkeimzahl betrug 3,4x1010 KbE/ml lt. Unter-
suchung vom November 2010. 
Die gebrauchsfertige Faeces–Suspension wurde mit einer Menge von  
1,5 ml/kg KG der Maus i. p. in einer Einmalapplikation verabreicht. 
3.2.3.3 Lipopolysaccharide (LPS) 
Um eine systemische Inflammation zu untersuchen, wurde ein 
Lipopolysaccharid–Präparat des Bakterienstammes Escherischa Coli (Serotyp 
0111:B4L3012, Sigma–Aldrich) verwendet. Lipopolysaccharide sind der 
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biologisch aktive Membranbestandteil gram–negativer Bakterien. Diese 
Bakterienbestandteile zeigen proinflammatorische Aktivität (Sparwasser et al. 
1997, Herwald et al. 1998, Bauer et al. 2001). LPS wird von dem LPS 
bindenden Protein (LBP) gebunden und über CD14 (cluster of determination 
14) verschiedener Rezeptoren der TLR (toll like receptor)–Familie präsentiert. 
Darüber wird eine Kaskade in Gang gesetzt, die eine direkte, hochschnellende 
Entzündungsantwort zur Folge hat. Eine Reihe von inflammatorischen 
Zytokinen werden freigesetzt, die dann das Krankheitsbild eines SIRS 
induzieren können (Fang et al. 2013). 
Das LPS–Präparat wurde in einem Ultraschalbad für 3 min homogenisiert 
und dann in einer einmaligen Applikation sowie einer Konzentration von 
10mg/kg KG Maus i. p. injiziert. 
Die Beobachtung und die Dokumentation der äußeren Gestalt durch 
Fotografie des eröffneten Abdomens gaben Aufschluss über die erfolgreiche 
Induktion einer Peritonitis aufgrund der Sepsis–Methoden bzw. LPS–Injektion. 
Die Abbildung 4 zeigt eine eröffnete septische Maus nach PCI–Behandlung. 
Die hervorgerufene Peritonitis mit Gewebeveränderungen an Organen wie 
Kolon, Leber und Milz sind deutlich erkennbar. Das gläsern–veränderte Kolon 
und das schwarz–verfärbte Caecum weisen auf entzündliche und nekrotische 
Vorgänge im Bauchraum, verursacht durch die PCI–Behandlung, hin. Eine 
leicht vergrößerte Milz aufgrund der Sepsis–Induktion konnte ebenfalls 
festgestellt werden (nicht gezeigt). 
Abbildung 4: Repräsentative Bilder einer gesunden und einer septischen Maus. 
Das gläsern–veränderte Kolon und das schwarz–verfärbte Caecum weisen auf 
entzündliche Vorgänge im Bauchraum, verursacht durch Sepsis–Induktion, hin 
(rechtes Bild) im Vergleich zu einem NaCl behandelten Tier (linkes Bild). Das rechte 
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Diese Beobachtungen wurden analog für das CLP–Modell gemacht. Ein fauliger 
Geruch aus dem Bauchraum unterstrich die visuelle Beurteilung. Nach LPS–
Gabe waren keine makroskopischen Veränderungen am eröffneten Tier zu 
beobachten. 
Die Behandlungen und die Haltung fanden unter sterilen Vorsichtsmaßregeln 
statt. Über den gesamten Versuchszeitraum von 24h wurden die Versuchstiere 
ad libitum in einem Stoffwechselkäfig (Tecniplast, Italien) gehalten, um 
Sammelurin zu gewinnen. 
3.2.3.4 Beurteilung des klinischen Schweregrads (clinical severity score, CSS) 
Während des Behandlungszeitraums von 24h nach CLP–, PCI– und LPS–
Behandlung wurden zu den Zeitpunkten 0h, 6h und 24h die Aktivität, das 
Verhalten und die Positur der Versuchstiere beurteilt (van Schaik und Abbas 
2007, Gonnert et al. 2011). Die Kriterien zur Bewertung des äußeren 
Erscheinungsbilds sind in der Tabelle 3 gezeigt. 
Aufgrund der speziellen Haltung der Tiere in Stoffwechselkäfigen kann eine 
zusätzliche Belastung für die Tiere und eine Auswirkung auf die 
Krankheitsschwere nicht vollständig ausgeschlossen werden (Holly et al. 2006). 








1 keine Anzeichen aktiv schnelle Bewegungen normal 
2 geringer Grad 
weniger aktiv mit ok-
kasionellen Interruptionen 










limitiert und verspätet gebuckelt 






M e t h o d e n  
23 
 
3.2.4 Entnahme und Vorbereitung von Vollblut, Niere und Urin 
Das Vollblut wurde sofort nach dem Töten des sedierten Tieres durch 
Herzpunktion in EDTA aufgenommen. Aufgrund des massiven Blutverlustes 
verstarben die Tiere rasch. 
Für die Herstellung von Blutplasma wurde das EDTA–Vollblut mit Aprotinin 
(Einsatz: 10% der Menge an Vollblut) versetzt und bei 4000 rpm und 4°C für  
20 min zentrifugiert. Für die Gesamt–RNS–Isolierung aus dem Vollblut wurde 
das Vollblut mit RNS–Lyse–Puffer versetzt und bis zur weiteren Analyse bei  
-80°C gelagert. 
Anschließend wurden die Nieren der Versuchstiere entnommen. Die rechte 
Niere wurde in longitudinaler Richtung durch die Pole und dem Hilum geteilt 
und zu einer Hälfte in 5%igem Formaldehyd aufgenommen und für 24h bei 4°C 
gelagert. Nach einer zwanzigminütigen Wässerung wurden die Nierenproben 
durch die aufsteigender Alkoholreihe dehydriert sowie in Paraffin eingebettet 
und dunkel bei Raumtemperatur aufbewahrt. Die zweite Hälfte der Niere wurde 
für die Isolation der Gesamt–RNS und dem Gesamt–Protein in geeignete Lyse–
Puffer aufgenommen und bei -80°C bis zur endgültigen Verarbeitung gelagert. 
Die gesamte linke Niere wurde mit Tissue–Tek (Sakura) bei -80°C 
kryokonserviert. 
Lyse–Puffer für die Gesamt–RNS–Isolation: 
 RLT–Puffer (RNeasy Minikit, Qiagen) versetzt mit 1% β–
Mercaptoethanol 
Lyse–Puffer für die Gesamt–Protein–Isolation: 
 10 ml Complete LM–Puffer (Complete Lysis–M, Roche) enthält 100 mM 
Natriumorthovanadat und 1 Protease Inhibitor Cocktail Tablette (Roche) 
Der Urin der Versuchstiere nach 24h wurde durch die Verwendung eines 
Stoffwechselkäfigs und zusätzlich durch die Gewinnung von Spontanurin 
gesammelt und bei -80°C bis zur endgültigen Untersuchung tiefgefroren. 
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3.3 Histologische Methoden 
3.3.1 Charakterisierung von morphologischen Veränderungen der 
Niere nach Sepsis–Induktion durch die PAS–Reaktion 
Zum Nachweis und zur Darstellung von geweblichen Veränderungen ist die 
Perjodsäure Schiffs Reagenz (periodic acid Schiff, PAS)–Reaktion eine der 
wichtigsten histologischen Methoden. Im Nierenschnitt werden der Bürstensaum 
der luminalen Zellmembranen der renalen Tubuli PAS–positiv gefärbt, sodass 
mögliche Ausdehnungen und/oder Vakuolenbildung als Anzeichen einer 
Nekrose im Nierengewebe detektiert werden kann (Hotchkiss 1948). 
Das Prinzip der PAS–Reaktion liegt in der Oxidation von unsubstituierten 
Glykolgruppen. Diese Glykolgruppen werden durch die wässrige Perjodsäure, 
als starkes Oxidationsmittel, in zwei Aldehydgruppen aufgespalten. Die 
fuchsinschwefelige Säure des Schiffschen Reagenzes bindet an die 
Aldehydgruppen, wobei ein molekularer Umbau stattfindet. Die dabei 
entstehenden chromogenen Eigenschaften werden zur Visualisierung der 
Gewebestrukturen genutzt. Die PAS–positiven Substanzen sind Glykogen und 
neutrale Mukopolysaccharide des Bindegewebes und des Epithels, Muko– und 
Glykoproteide der Basalmembran und Glykoproteide und –lipide der 
Zellmembran (Stanka 1990). Der Bürstensaum der luminalen Zellmembran der 
renalen Tubuli werden pink und das Zytoplasma zart rosa verfärbt. So kann das 
Ausmaß der Nekrose im Nierengewebe detektiert werden. 
Die in Paraffin eingebetteten Nierenschnitte (4 µm) wurden lt. Protokoll von 
baacklab (12153, baacklab) in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert 
und rehydriert. Nach der Inkubation mit der Perjodsäure (1%) wurden die 
Schnitte gewaschen und anschließend mit dem Schiffschen Reagenz behandelt 
und erneut gewaschen. Eine Hämalaunlösung (nach Mayer) diente der 
Gegenfärbung der Zellkerne. Nach weiterem Waschen wurden die 
Nierenschnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und mit 
xylolhaltigem Eindeckmedium (Histofluid, M. Fremdling) sowie Deckgläschen 
verschlossen. 
Die morphometrische Quantifizierung der PAS–Reaktion nach Sepsis–
Induktion bzw. LPS–Gabe erfolgte mit der AxioVision Rel. 4.6 Software von 10 
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gleich großen Arealen (0,035 mm²) im Kortex pro Maus bzw. Nierenschnitt. Die 
morphologischen Veränderungen der Niere wurden im Doppelblindverfahren 
ausgewertet und einem Score von 0 bis 5 (0=100% bis 5=1% PAS–positiv) 
zugewiesen (Adnet et al. 1972, Doi et al. 2009b). Die Analyse erfolgte im 
Vergleich zu den Wildtyptieren und den entsprechenden Kontrolltieren. 
3.3.2 Analyse von apoptotischen Gewebeschäden der Niere via TUNEL 
und aktiver Caspase 3 
Der TUNEL (TdT–mediated dUTP–biotin nick end labeling)–Assay und die 
immunhistochemische Reaktion zur Identifizierung der aktiven Caspase 3 
(cysteinyl–aspartate specific protease) wurden durchgeführt, um die 
apoptotischen Veränderungen im kortikalen Nierengewebe 24h nach CLP–, 
PCI– und LPS–Behandlung zu detektieren und zu quantifizieren (Hughes und 
Gobe 2007). Für den TUNEL–Assay (In Situ Cell Death Detection Kit, POD; 
Roche) wurden in Paraffin eingebettete Nierenschnitte (5 µm) verwendet. 
Der TUNEL–Assay beruht auf einer enzymatischen Reaktion, bei der 
Nukleotidtriphosphate an freie 3'–OH–Enden doppel– oder einzelsträngiger 
Desoxyribonukleinsäure (DNS) binden. Unter apoptotischen Vorgängen 
fragmentieren Endonukleasen den nukleären DNS–Strang, sodass solche 
Hydroxylgruppen (3'–OH–Gruppen) freiwerden. Das Enzym terminale 
Desoxinukleotidyltransferase (TdT) vermittelt die Markierung dieser Bruchenden 
mit Biotin gekoppelten Nukleotiden, welche sichtbar gemacht werden können. 
Die Detektion der markierten Nukleinsäure erfolgt über eine Meerrettich-
peroxidase, die den Farbumschlag eines Chromogens katalysiert. 
Der TUNEL–Assay wurde nach dem Protokoll von Roche durchgeführt. Die 
in Paraffin eingebettete Nierenschnitte wurden in einer absteigenden 
Alkoholreihe entparaffiniert und rehydriert. Nach der Demaskierung via 
Mikrowelle (600 Watt, 4x5 min) in einem Citratpuffer (pH 6,1; Dako) und 
anschließendem Waschen erfolgte die Permeabilisierung der Zellmembranen 
durch TritonX–100 (0,1%) in Citratpuffer. Danach wurden die gewaschenen 
Nierenschnitte mit einem Blockierungspuffer inkubiert. Im Anschluss wurde 
erneut gewaschen und die Schnitte mit der entsprechenden TUNEL–Reaktions-
lösung mit TdT und biotinyliertes Digoxigenin gekoppeltes Uridintriphosphat 
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(dUTP) in einer abgedunkelten und feuchten Kammer bei 37°C behandelt. Der 
Wasch– und der Blockierungsschritt wurden wiederholt und die Nierenschnitte 
mit Konverter–POD (Peroxidase) inkubiert. Zur Visualisierung wurde das 
Chromogen AEC (3–Amino–9–Ethylcarbazol, VectorLab) verwendet. Schließlich 
wurden die gewaschenen Nierenschnitte mit Kaiserʼs Glycerin Gelatine 
verschlossen. Eine Negativ– und Positivkontrolle wurde parallel dazu 
durchgeführt. Für die Auswertung der apoptotischen Vorgänge wurde die 
Intensität der Färbung der Nuklei der vier Mausgruppen mit der AxioVision Rel. 
4,6 Software ermittelt. Da das TUNEL–positive Ergebnis bzw. die Farb-
intensität mit der Schädigung der DNS korreliert, konnten mit der Software 
ImageJ das Ausmaß der Apoptose analysiert werden. Dabei wurden je 10 
tubuläre Nuklei im Kortex der Mausniere gemessen und die Grauwerte als 
Farbintensität dargestellt. Die Bewertung erfolgte im Vergleich zu den Wildtyp– 
und den Kontrolltieren. 
Blockierungspuffer: 
 3% BSA (Bovines Serum–Albumin, Roth) versetzt mit 20% FCS (foetal 
calf serum, PANTM Biotech) und Tris–HCl (pH 7,5) 
Der zweite Nachweis apoptotischer Vorgänge nach einer Sepsis–Induktion 
bzw. LPS–Gabe erfolgte durch die immunhistochemische Analyse (IHC) von 
aktiver Caspase 3. Die Caspase 3 ist eine Effektorcaspase, die als zentrales 
Enzym sowohl den intrinsischen als auch den extrinsischen Apoptoseweg 
berücksichtigt. Diese Caspase leitet u. a. die Spaltung der nukleären DNS 
durch eine Nuklease ein. 
Das Protokoll ist unter Pkt. 3.3.3 näher beschrieben. 
3.3.3 Immunhistologischer Nachweis von Proteinen im Nierengewebe 
Für den Nachweis der Proteine wurden durch Immunhistochemie zunächst 
die Proteine MORG1, HIF–1α und HIF–2α nachgewiesen. Damit konnte der 
Einfluss der Reduktion von MORG1 auf die Expression von HIF–1α und HIF–2α 
im Vergleich zum Wildtyp gezeigt werden. Zusätzlich wurden der 
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Bindungspartner PHD3 und Parameter der Apoptose und Inflammation 
analysiert. Die Färbung erfolgte an in Paraffin eingebetteten Nierenschnitten. 
In dieser Arbeit wurde die indirekte immunhistochemische Methode 
verwendet. 
Nach der Entparaffinierung und Rehydrierung in einer abfallenden 
Alkoholreihe wurden die in Paraffin eingebetteten Nierenschnitte (4 µm) in 
einem Citratpuffer (pH 6,1; Dako) in der Mikrowelle (600 Watt, 4x5 min) 
gekocht, um die Epitope freizulegen. Anschließend wurden die Nierenschnitte 
mit normalem Ziegenserum von VectorLab blockiert und mit einem spezifischen 
Primärantikörper (abcam) über Nacht bei 4°C inkubiert. Im nächsten Schritt 
wurde ein mit dem Enzym horseradish peroxidase (HRP) gekoppelter 
Sekundärantikörper aufgetragen. Im letzten Schritt wurde durch Wasser-
stoffperoxid (0,05% H2O2–Lösung), als Substrat der HRP, eine Reaktion 
ausgelöst. Dabei wurde das Chromogen AEC oxidiert. Die Auswertung erfolgte 
mit der Software AxioVision Rel. 4,6. Die Intensität und Lokalisation der 
Färbung wurde im Doppelblindverfahren an 10 gleich großen Arealen von 
0,0086 mm² pro Nierenschnitt bzw. Versuchstier ermittelt. Die Farbintensität 
und –lokalisation des untersuchten Proteins im Kortex der Mausniere wurde von 
0=keine bis 5=starke Akkumulation klassifiziert. Die Auswertung der IHC der 
aktiven Caspase 3 wurde durch Auszählung der Spots pro Areal erhalten. Die 
Bewertung erfolgte im Vergleich zu den Wildtyp– und den entsprechenden 
Kontrolltieren. Um unspezifische Färbungen auszuschließen, wurden eine 
negative Kontrolle (Blockpuffer anstelle des Primärantikörpers) und eine Isotyp–
Kontroll–Färbung mit einem IgG–Antikörper (unspezifisch, als Primärantikörper, 
normales Kaninchen IgG, sc–3888, nicht konjugiert, Santa Cruz Biotechnology) 
mitgeführt. 
Primärantikörper: 
 anti MORG1 (Kaninchen, Biotrend; 1:1000) 
 anti HIF–1α (Kaninchen, abcam; 1:100) 
 anti HIF–2α (Kaninchen, abcam; 1:100) 
 anti PHD3 (Kaninchen, SantaCruz; 1:50) 
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 anti aktive Caspase 3 (Kaninchen, abcam, 1:50) 
 anti CD3+–Komplex (Kaninchen, Dako, 1:75) 
 anti TNFα (Kaninchen, abcam; 1:100) 
Sekundärantikörper: 
 HRP, gekoppelter Ziege gegen Kaninchen IgG (KPL, 1:500) 
Chromogen: 
 AEC (ImmPactTM, AEC Peroxidase Substrate Kit, VectorLab) 
3.4 Molekularbiologische Analyse 
3.4.1 Isolation der RNS und reverse Transkription 
Für die Analyse der Expression der mRNS wurden die Gene Morg1, Hif–1α, 
Hif–2α und der Bindungspartner von MORG1 Phd3 sowie Zielgene von HIF wie 
Epo, Glut1 (Glucosetransporter Typ 1) und Tnfα im Gesamtnierengewebe 
analysiert. Damit wurde die Auswirkung der MORG1–Heterozygotie auf die CLP–
PCI– und LPS–Behandlung im Vergleich zum Wildtyp auf Genebene untersucht. 
Die RNS des Nierengewebes wurde nach Herstellerangaben des Qiagen 
RNeasy Mini Kits von Qiagen isoliert. Für die Analyse der Expression der mRNS 
von Tnfα im Vollblut wurde die Gesamt–mRNS mit dem QIAamp RNA Blood 
Mini Kit von Qiagen isoliert. 
Die isolierte RNS wurde in einer reversen Transkription zu einer 
komplementären DNS (cDNS) umgeschrieben (M–MLV reverse Transkriptions-
system, Invitrogen). 
3.4.2 Real time PCR 
Via dem Light Cycler SYBR Green I Kit von Roche und dem Mastercycler ep 
von Eppendorf wurde die cDNS in einer real time PCR (polymerase chain 
reaction) amplifiziert und semiquantitativ analysiert (siehe Tab. 4). 
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Tann Extension Finale Extension 
95°C 95°C s. u. 72°C 95°C 65°C δ 95°C 
10 min 30 s 30 s 40 s 15 s 15 s 10 min 15 s 
1 Zyklus ---------- 40 Zyklen --------- 1 Zyklus 
Die dabei entstandenen Echtzeit–Daten (Ct) wurden über die Software 
realplex 2.2 (Eppendorf) ausgegeben. Zur Bestimmung der Expressionsstärke 
der Zielgen–mRNS wurde die ΔΔCT–Methode nach Livak und Schmittgen 
verwendet (Livak und Schmittgen 2001). Dabei wurde eine Effizienz von 2 
unterstellt (siehe Gleichung 1). 
(1) 
In Relation zu der 18S ribosomalen RNS als Referenzgen (bei Tnfα aus 
Vollblut: Referenzgen Hprt, Hypoxanthin–Guanin–Phosphoribosyltransferase) 
wurden die ΔCT–Werte quantifiziert. Die Normalisierung erfolgte durch die 
sham–CLP bzw. NaCl behandelte Kontroll–Wildtyp. 
Primerpaar für Morg1 (Tann 58°C, Invitrogen): 
 sense 5′–CCTATCACCTGCACCTGCTT–3′ 
 antisense 5′–CACTTTCCCGTCTTCAGAGC–3′ 
Primerpaar für Hif–1α (Tann 58°C, Invitrogen): 
 sense 5′–TGAGCTTGCTCATCAGTTGCCAC–3′ 
 antisense 5′–TGTCCAGTTAGTTCAAACTGAGTTAACC–3′ 
Primerpaar für Hif–2α (Tann 58°C, Invitrogen): 
 sense 5′–AAGCTCCTGTCCTCAGTCTG–3′ 
 antisense 5′–CATCCTCATGAAGAAGTCAC–3′ 
Primerpaar für Phd3 (Tann 58°C, Invitrogen): 
 sense 5′–GCTATCCAGGAAATGGGACA–3′ 
 antisense 5′–GGCTGGACTTCATGTGGATT–3′ 
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Primerpaar für Epo (Tann 56°C, Invitrogen): 
 sense 5′–GAGCAAATGAGGAAGGTCCA–3′ 
 antisense 5′–AGGCCCTGGTAGAGGAAGAG–3′ 
Primerpaar für Glut1 (Tann 58°C, Invitrogen): 
 sense 5′–ACATGGAACCACCGCTACG–3′ 
 antisense 5′–AGTTCCGCCTGCCAAAG–3′ 
Primerpaar für 18S (Tann 60°C, TIB MOLBIOL): 
 sense 5′–CACGGCCGGTACAGTGAAAC–3′ 
 antisense 5′–GATCTGATAAATGCACGC–3′ 
Primerpaar für Tnfα (Tann 58°C, Invitrogen): 
 sense 5′–GGCAGGTCTACTTTGGAGTCATTGC–3′ 
 antisense 5′–ACATTCGAGGCTCCAGTGAATTCGG–3′ 
Primerpaar für Hprt (Tann 59°C, Invitrogen): 
 sense 5′–ATCAGTCAACGGGGGACATA–3′ 
 antisense 5′–AGAGGTCCTTTTCACCAGCA–3′ 
3.4.3 Untersuchung der Expression von Proteinen mit ELISA 
Der ELISA (enzyme–linked immunosorbent assay) ist eine sehr sensitive und 
spezifische Methode und beruht auf dem Prinzip einer Antigen–Antikörper–
Reaktion. Das allgemeine Testprinzip ist die Bindung eines immobilisierten 
Antikörpers mit dem zu untersuchenden Epitop (Zielprotein) in der Probe. Über 
die Konjugation von dem Enzym gekoppelten Antikörper mit einem 
Chromogen–Substrat kann die Intensität des Farbumschlags, d. h. die 
Enzymaktivität photometrisch gemessen werden. Dabei ist die erfasste 
Intensität proportional zur Menge des spezifisch gebundenen Epitops. Die 
Konzentration kann dann mit einer Standardkurve bestimmt werden. 
Die folgenden Proteine wurden mit ELISA quantitativ bestimmt: 
 VEGF (vascular endothelial growth factor) im Blutplasma mit dem ELISA 
der Firma Signosis; Absorption bei 450 nm 
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 NGAL (neutrophil gelatinase–associated lipocalin) im Blutplasma mit 
dem ELISA von BioPorto; Absorption bei 450 nm, Referenzmessung bei 
650 nm und 
 Albumin im Urin mit dem ELISA von CellTrend; Absorption bei 450 nm. 
Die Proben für den jeweiligen ELISA wurden auf Eis aufgetaut und nach dem 
Protokoll des Herstellers analysiert. Die spektroskopische Messung erfolgte mit 
einem Gerät von Tecan (infinite M200). Durch das Mitführen eines Standards 
konnte über eine Standardkurve die jeweiligen Konzentrationen errechnet 
werden. Die Analyse erfolgte im Vergleich zu den Wildtyp– und entsprechenden 
Kontrolltieren. 
3.4.4 Detektion von Zytokinen durch CBA 
Der CBA ist ein cytometric bead array (CBA, Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine 
Kit, BD Biosciences) auf der Basis eines bead gekoppeltem ELISA, mit dem 
Interleukine im Blutplasma detektiert werden können. Das Prinzip beruht auf 
einer Antigen–Antikörper–Reaktion. Die Menge der Interleukine wird mit FACS 
(fluorescence–activated cell sorting) gemessen. Jedes capture–bead ist 
konjugiert mit einem spezifischen Antikörper gegen ein Interleukin. Die 
Detektionsreagenz emittiert ein Fluoreszenzsignal in Proportion zum Gehalt der 
gebundenen Analyte in der Blutplasmaprobe. 
Die Proben für die Analyse der Zytokine IL–6, IL–10 und INFγ (Interferon 
gamma) im Blutplasma via CBA wurden auf Eis aufgetaut und lt. Hersteller–
Protokoll analysiert. Anhand der mitgeführten Standardreihe konnten die 
Konzentrationen errechnet und im Vergleich zu den Wildtyp– und den 
entsprechenden Kontrolltieren analysiert werden. 
3.4.5 Analyse zur Nierenfunktion durch den kolorimetrischen Assay im 
Blutplasma und im Urin 
Ein akutes Nierenversagen geht mit einer Tubulusnekrose einher und 
resultiert in der Freisetzung von Proteinen aus Tubuluszellen (Coca et al. 2008). 
In der klinischen Medizin werden daher u. a. die klassischen Parameter 
Kreatinin und Blut–Harnstoff–Stickstoff (BUN) bestimmt. 
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Das Messprinzip beruht auf einer optischen Reflexionsmessung. Über die 
enzymatische Umsetzung des Substrates in der Probe wird dann der Umschlag 
eines Farbstoffs photometrisch gemessen. 
Die Bewertung der Nierenfunktion anhand der Parameter Kreatinin und BUN 
erfolgte an Blutplasmaproben nach der CLP–, PCI– und LPS–Behandlung mit 
einer Enzym basierten, kolorimetrischen Methode von FUJIFILM (FUJI DRI–
CHEM 3500i). Die Probe wurde auf einen Chip (fuji slides, Sysmex) aus 
multigelagerten Analysemembranen gegeben. Das Messgerät (FUJI DRI–
CHEM 3500i) übertrug die Messergebnisse in die vorinstallierte Kalibrierungs-
kurve. Die Konzentrationen von Kreatinin und BUN in den Plasmaproben 
wurden mit den Wildtyp– und entsprechenden Kontrolltieren verglichen. 
Um die Nierenfunktion über den Parameter Albumin/Kreatinin–Ratio (ACR) 
zu analysieren, wurden die Konzentrationen der beiden Substanzen im Urin 
bestimmt. Der Quotient von Albumin und Kreatinin ist ein Zeichen der 
Nierenschädigung hinsichtlich der Ultarfiltrationsbarriere und gibt eine Tendenz 
in Bezug auf die Nierenfunktion. Dazu wurde die Konzentration von Albumin via 
ELISA (siehe Pkt. 3.4.3) und Kreatinin mit einem enzymatisch–kolorimetrischen 
Assay unter Verwendung eines Kits von Cayman Chemical ermittelt. 
Diese Messmethode unterliegt der Jaffeʼ–Indikatorreaktion mit alkalischer 
Pikratlösung, mit der die Konzentration von Kreatinin im Urin gemessen werden 
kann. 
Die Proben für die Analyse von Harn–Kreatinin wurden auf Eis aufgetaut und 
lt. Hersteller–Protokoll analysiert. Die Messung der Absorption erfolgte mit 
einem Photometer von Tecan bei 495 nm. Mit der generierten Standardkurve 
wurde die Konzentration berechnet und im Verhältnis zu dem Harn–Albumin 
gesetzt. Die Ratio wurde im Vergleich zu den Wildtyp– und den entsprechenden 
Kontrolltieren analysiert. 
3.5 Statistik 
Die statistische Analyse der Daten wurde mit dem Softwarepaket von 
SigmaPlot (Version 12.0, Systat Software) für Windows durchgeführt. Die 
Ergebnisse wurden mit dem Kruskal–Wallis–Test gefolgt von dem Mann–
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Whitney U–Test analysiert und als Mittelwerte ± SEM (standard error of the 
mean) in den Balkendiagrammen bzw. als Median in den Boxplots angegeben. 
Die Überlebenszeitanalyse wurde durch die Kaplan–Meier–Methode 
ausgewertet und als Kaplan–Meier–Kurve angegeben. 
Unterschiede wurden als signifikant anerkannt bei p<0,05. 




4.1 CSS Analyse in Morg1+/-– im Vergleich zu 
Wildtypmäusen 
Die Induktion von Sepsis durch die Mausmodelle CLP und PCI sowie die 
Applikation von LPS wurden in Wildtyp– und Morg1+/-–Mäusen durchgeführt. 
Innerhalb der Behandlungszeit von 24h wurde für CLP (Abb. 5A), PCI (Abb. 
5B) und LPS (Abb. 5C) das äußere Erscheinungsbild (CSS) aller Versuchstiere 
beurteilt, um die Krankheitsschwere abzuleiten. 
Die subjektive Einschätzung korrelierte zumeist mit den für diese Arbeit 
gemessenen Parametern. Im Vergleich zu den sham–CLP operierten Tieren 
blieben das Aussehen, das Verhalten und die Positur der NaCl behandelten 
Versuchstiere beider Maus–Genotypen über den Versuchszeitraum unverän-
dert. Nach der sham–CLP–OP waren das Verhalten und Positur der sham–
CLP–Tiere nach 6h signifikant (p<0,01) für beide Genotypen verschlechtert. 
Nach den Behandlungen CLP, PCI sowie LPS wurde in beiden Genotypen eine 
signifikante Verschlechterung des äußeren Erscheinungsbilds der Mäuse  
ermittelt. Ein auffälliges Krankheitsbild fand sich nach 6h und 24h (Wildtyp 
p<0,01; Morg1+/- p<0,05). Dabei konnte eine zeitabhängige Verschlechterung der 
Verfassung der Versuchstiere nach der Sepsis–Induktion bzw. LPS–Injektion 
beobachtet werden. Zum Zeitpunkt 24h nach CLP– und PCI–Behandlung wurde 
eine tendenziell verbesserte Verfassung der Morg1+/-–Tieren im Vergleich zu den 
Wildtypmäusen beobachtet. Diese Befunde konnten in dem LPS–Modell nicht 
beobachtet werden. 
Zudem wurde eine evidente Induktion einer Sepsis durch Blutabstrich und 
Fotodokumentation belegt. In einigen septischen Versuchstieren wurden durch 
Blutkultur Pathogene gefunden (nicht gezeigt). Allerdings konnten nicht in 
jedern Blutprobe, wie das auch in humanen Blutabstrichen der Fall ist 
(Riedemann et al. 2003), Mikroorganismen nachgewiesen werden. Auch 
Abbildung 4 (Pkt. 3.2.3) einer septischen Maus zeigt deutlich eine 
hervorgerufene Peritonitis mit erkennbaren Gewebeveränderungen an Organen 
wie Kolon und Leber. 
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Abbildung 5: Beurteilung des äußeren Erscheinungsbilds via CSS. Der CSS 
wurde 0h, 6h und 24h nach den Behandlungen (A) CLP, (B) PCI und (C) LPS 
durchgeführt und als Mittelwert (MW) ± SEM dargestellt. nsham–CLP/NaCl=9; nCLP,PCI,LPS=12. 
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 sham–CLP/NaCl versus CLP/PCI/LPS und im Vergleich 
zu einem Zeitpunkt; ##p<0,01; ###p<0,001 gleiche Behandlungen bei 6h bzw. 24h im 
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Das äußere Erscheinungsbild und die Verfassung der Versuchstiere nach 
der Sepsis–Induktion bzw. LPS–Injektion war innerhalb der Behandlungszeit 
von 24h zeitabhängig verschlechtert. 
4.2 Analyse von MORG1 und HIF–1α sowie involvierte 
Proteine wie HIF–2α, PHD3, EPO, GLUT1 und VEGF 
nach Sepsis–Induktion bzw. LPS–Gabe 
Die Analysen von MORG1 und dessen Bindungspartner PHD3 sowie deren 
Assoziationsproteine HIF–1α und HIF–2α wurden 24h nach Sepsis–Induktion 
durch CLP und PCI oder LPS–Gabe in Wildtyp– und Morg1+/-–Mäusen 
durchgeführt. Hierzu wurde die Protein– und mRNS–Expression durch IHC an 
in Paraffin eingebetteten Nierengewebeschnitten bzw. mit real time PCR in der 
Gesamtnierengewebe-RNS analysiert. 
4.2.1 Expression von MORG1 
Die immunhistochemische Analyse der Protein–Expression von MORG1 im 
kortikalen Bereich der Mausniere 24h nach den Behandlungen CLP, PCI und 
LPS ist in der Abbildung 6 dargestellt. 
Im CLP–Modell (Abb. 6A) stieg der basale Protein–Level von MORG1 in den 
Nieren der sham–CLP operierten Morg1+/-–Mäusen über das von Wildtyptieren. 
Im Gegensatz dazu war im PCI– und LPS–Modell (Abb. 6B und 6C) der basale 
Level von MORG1 in dem renalen Kortex der NaCl behandelten Morg1+/-–
Mäusen geringer im Vergleich zu den NaCl behandelten Wildtypmäusen. Nach 
der CLP–OP nahm die MORG1–Expression in den Morg1+/-–Mäusen im 
kortikalen Nierenbereich signifikant (p<0,05) ab. Der Protein–Level in den 
behandelten Wildtypmäusen blieb dabei unverändert. Die PCI–Induktion führte 
im Nierengewebe der Wildtypmäuse zu einer Verringerung vom MORG1–
Protein. In den mit PCI behandelten Morg1+/-–Mäusen stieg die Protein–
Expression von MORG1, wohingegen die Akkumulation von MORG1–Protein in 
beiden Genotypen nicht differierte. Nach der LPS–Gabe nahm der Protein–
Level von MORG1 in beiden Genotypen zu, wobei die Expression von MORG1 
in den Morg1+/-–Mäusen geringer war verglichen mit den Wildtypmäusen. 
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Abbildung 6: Analyse der Protein–Expression von MORG1 im Gesamtnieren-
gewebe 24h nach den Behandlungen. Die MORG1–Expression wurde durch IHC 
und Quantifizierung mit Hilfe eines Scores (0-5) analysiert. (A-C) Repräsentative Bilder 
der Nierenschnitte nach den Behandlungen (A) CLP, (B) PCI und (C) LPS. 
Vergrößerung: 400x. (D) Die relative Protein–Expression von MORG1 ist als MW ± 
SEM dargestellt. nCLP=9/9/10/9; nPCI=9/9/9/11; nLPS=6/6/8/8. *p<0,05 sham–CLP versus 
CLP. 
Die Abbildung 7 zeigt die mRNS–Expression von Morg1 im 
Gesamtnierengewebe 24h nach Sepsis–Induktion via CLP und PCI sowie LPS–
Gabe. Die Morg1–mRNS–Expression ist in n–fach angegeben und normalisiert 
gegen die Referenz und den Kontroll–Wildtyp. 
In den sham–CLP operierten und den NaCl behandelten Morg1+/-–
Mausnieren war die mRNS–Expression von Morg1 signifikant geringer im 
Vergleich zu den unbehandelten Wildtyptieren der drei Modelle CLP (p<0,01), 
PCI (p<0,001) und LPS (p<0,001). Zudem konnte eine signifikante Verringerung 
der mRNS–Expression von Morg1 in den Wildtypmäusen nach der sham–CLP–
OP (p<0,05), verglichen mit den NaCl behandelten Wildtyptieren, beobachtet 
werden. Der Level der Morg1–mRNS–Expression in Morg1+/-–Mausnieren war 
auf einem signifikant erniedrigten Niveau in sham–CLP operierten (p<0,01) und 





































sham CLP NaCl PCI NaCl LPS
D
E r g e b n i s s e  
39 
 
signifikante Verminderung der Morg1–mRNS (p<0,01) im Gesamtnieren-
gewebe (kleines Diagramm in Abb. 7). Nach den Behandlungen CLP (p<0,05) 
und LPS (p<0,05) sank die mRNS–Expression von Morg1 in den Nieren der 
Wildtypen signifikant, aber blieb in den Morg1+/-–Mäusen unverändert im 
Vergleich zu den entsprechenden Kontrolltieren. Diese Ergebnisse sind im PCI–
Modell nicht zu sehen. Zudem war die mRNS–Expression von Morg1 signifikant 
geringer in Morg1+/-–Tieren verglichen mit den Wildtypmäusen nach den 
Behandlungen PCI (p<0,05) und LPS (p<0,001). 
Abbildung 7: Analyse der mRNS–Expression von Morg1 via real time PCR im 
Gesamtnierengewebe 24h nach den Behandlungen CLP, PCI und LPS. Die 
Morg1–Expression ist als MW ± SEM dargestellt. Für jede Behandlung sind die Daten in 
Relation zum Referenzgen und zum Kontroll–Wildtyp präsentiert. nCLP=7/9/11/9; 
nPCI=9/8/9/12; nLPS=9/8/10/12. *p<0,05 sham–CLP/NaCl versus CLP/LPS; **p<0,01 NaCl 
versus sham–CLP; #p<0,05; ##p<0,01; ###p<0,001 Wildtyp versus Morg1+/-. 
Die mRNS–Expression von Morg1 war in den Nieren der Morg1+/-–Mäuse 
signifikant geringer im Vergleich zu den Wildtyptieren nach Sepsis–Induktion 
und LPS–Gabe. Die Behandlungen führten zu einer Verringerung die 
Expression von Morg1 in den Wildtyptieren, aber nicht in den Morg1+/-–Mäusen. 
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unterschiedliche Expressionsmuster im Nierengewebe nach den verschiedenen 
Behandlungen. 
4.2.2 Expression von HIF–1α 
Die Rolle von HIF–1α als Transkriptionsfaktor sollte in der Sepsis induzierten 
Nierenschädigung analysiert werden. Dazu wurden bei der Analyse der IHC 
gefärbten Nierenschnitte die zytoplasmatische sowie die Kernfärbung 
einbezogen. In der Abbildung 8 ist die immunhistochemische Auswertung der 
Protein–Expression von HIF–1α im Nierenrindenbereich der Mäuse 24h nach 
den Behandlungen CLP, PCI und LPS gezeigt. 
Die basale Protein–Expression von HIF–1α war im Nierenkortex der sham–CLP 
operierten Morg1+/-–Mäuse höher verglichen mit den Wildtypmäusen im CLP–
Modell (Abb. 8A) sowie im Vergleich mit den NaCl behandelten Morg1+/-– und 
Wildtypmäusen. Deutlich ist die starke Kernfärbung in den Nierenschnitten der 
Morg1+/-–Mäuse aufgrund der sham–CLP–OP zu sehen im Gegensatz zu den 
NaCl behandelten Tieren beider Maus–Genotypen. Dazu war im PCI– und 
LPS–Modell (Abb. 6B und 6C) der basale Level von HIF–1α in den NaCl 
behandelten Morg1+/-–Mäusen im arithmetischen Mittel gleich zu den 
unbehandelten Wildtypmäusen, jedoch lag der Median der Analysedaten bei 
den NaCl behandelten Morg1+/-–Mäuse höher verglichen mit den Wildtyptieren. 
Nach der CLP–OP konnte keine Veränderung der Expression von HIF–1α in 
den Nieren der Wildtyp– sowie der Morg1+/-–Mäuse detektiert werden 
verglichen mit den entsprechenden Kontrolltieren. Der Protein–Level von HIF–1α 
war jedoch im renalen Kortex der behandelten Morg1+/-–Mäuse signifikant 
höher (p<0,05) verglichen mit den behandelten Wildtypmäusen nach CLP–OP. 
Die PCI–Behandlung führte in den Wildtypmäusen zu einer Erhöhung der 
Protein–Expression von HIF–1α in dem Zytoplasma und den Nuklei der Tubuli 
im Nierenkortex. In den Morg1+/-–Mäusen konnte keine Zunahme im 
Zytoplasma, aber eine gesteigerte nukleäre Expression von HIF–1α nach der 
PCI–Behandlung gezeigt werden. Die PCI vermittelte HIF–1α–Expression war 
nach 24h in den Nieren beider Maus–Genotypen auf gleichem Niveau, wobei 
die Expression in den Wildtyptieren wesentlich anstieg. 
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Abbildung 8: Analyse der Protein–Expression von HIF–1α im Gesamtnieren-
gewebe 24h nach den Behandlungen. Die HIF–1α–Expression wurde durch IHC und 
Quantifizierung mit Hilfe eines Scores (0-5) analysiert. (A-C) Repräsentative Bilder der 
Nierenschnitte nach den Behandlungen (A) CLP, (B) PCI und (C) LPS. Vergrößerung: 
400x. (D) Die relative Protein–Expression von HIF–1α ist als MW ± SEM dargestellt. 
nCLP=9/9/10/9; nPCI=9/9/9/11; nLPS=6/6/8/8. #p<0,05 Wildtyp versus Morg1+/-. 
Nach der LPS–Gabe war der Protein–Level von HIF–1α in beiden Genotypen im 
Zytoplasma der Nierentubuli gestiegen, wenn das arithmetische Mittel 
betrachtet wurde. Dabei war HIF–1α in den Morg1+/-–Mäusen geringer 
exprimiert verglichen mit den Wildtypmäusen. Eine tubuläre Kernfärbung konnte 
in beiden Genotypen nach LPS–Applikation nicht detektiert werden. 
Zusätzlich zur Protein–Expression von HIF–1α wurde auch der mRNS–Level 
von Hif–1α im Gesamtnierengewebe 24h nach CLP–, PCI– sowie LPS–
Behandlung analysiert. 
In den sham–CLP operierten Morg1+/-–Mäusen war die Hif–1α–Expression 
tendenziell höher, aber in den NaCl behandelten Morg1+/-–Mäusen signifikant 
geringer (p<0,05) im Vergleich zum jeweiligen Wildtyp (Abb. 9). Das kleine 
Diagramm in Abbildung 9 zeigt den direkten Vergleich der mRNS–Expression 
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Morg1+/-–Mausnieren. Es zeigte sich eine signifikant geringere Hif–1α–
Expression in Wildtypmausnieren (p<0,05) nach sham–CLP–OP im Gegensatz 
zu den NaCl behandelten des gleichen Genotyps. Demgegenüber war die 
Expression in den Mausnieren der sham–CLP operierten und den NaCl 
behandelten Morg1+/-–Tiere unverändert. 
Nach der CLP–Induktion konnten keine Unterschiede in der mRNS–
Expression von Hif–1α im Nierengewebe beider Genotypen detektiert werden 
im Vergleich zu den entsprechenden sham–CLP operierten Tieren. Allerdings 
war in den CLP behandelten Morg1+/-–Mäusen die Hif–1α–mRNS tendenziell 
höher exprimiert im Vergleich zu den CLP behandelten Wildtypmäusen. Nach 
der PCI– und LPS–Behandlung (Abb. 9) stieg tendenziell die Hif–1α–Expression 
in beiden Genotypen im Vergleich zu den entsprechenden Kontrolltieren. Dabei 
war die gemessene Expression zwischen den PCI behandelten Wildtyp– und 
Morg1+/-–Mäusen jedoch gleich hoch. Der Anstieg war allerdings in den 
Morg1+/-–Mäusen höher verglichen mit dem in den Wildtypnieren. 
Abbildung 9: Analyse der mRNS–Expression von Hif–1α via real time PCR im 
Gesamtnierengewebe 24h nach den Behandlungen CLP, PCI und LPS. Die Hif–
1α–Expression ist als MW ± SEM dargestellt. Für jede Behandlung sind die Daten in 
Relation zum Referenzgen und zum Kontroll–Wildtyp präsentiert. nCLP=7/9/11/9; 
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Nach der LPS–Injektion stieg in beiden Genotypen die mRNS–Expression 
von Hif–1α tendenziell an, wobei der Anstieg der Expression bei beiden 
behandelten Genotypen ähnlich war. Dennoch war in den Morg1+/-–Mausnieren 
die Hif–1α–mRNS geringer exprimiert verglichen mit den Wildtypmäusen. 
Die Analyse der renalen mRNS–Expression von Hif–1α zeigte in den 
Morg1+/-–Mäusen eine signifikant geringere Expression verglichen mit den 
Wildtyptieren, wenn diese mit NaCl behandelt waren. Zudem waren die 
Behandlungen CLP, PCI und LPS mit der Expression von Hif–1α–mRNS und des 
Proteins HIF–1α im Nierengewebe beider Genotypen überwiegend positiv 
korreliert. 
4.2.3 Expression von HIF–2α 
In der immunhistochemischen Analyse von HIF–2α im Nierenkortex 24h 
nach Sepsis–Induktion durch CLP und PCI sowie der Gabe von LPS wurde die 
zytoplasmatische und nukleäre Färbung in den Tubuli analysiert. 
Die basale Protein–Expression von HIF–2α war im Zytoplasma und den 
Nuklei der tubulären Zellen der Morg1+/-–Mäuse nach der sham–CLP–OP 
tendenziell höher (p=0,052) im Vergleich zu den Wildtyptieren. Zwischen den 
NaCl behandelten Morg1+/-–und Wildtyptieren konnte kein Unterschied in der 
HIF–2α–Expression gemessen werden. Die CLP–Behandlung führte zu einer 
tendenziellen Akkumulation von HIF–2α im Zytoplasma und den Nuklei der 
Tubuli im Nierenkortex in den Wildtyptieren und zu einer signifikanten in den 
Morg1+/-–Mäusen (p<0,05). Im Vergleich der beiden Genotypen akkumulierte 
HIF–2α in den Morg1+/-–Mäusen signifikant (p<0,05) und stärker als in 
Wildtypnieren. Eine PCI vermittelte Sepsis–Induktion erhöhte die HIF–2α–
Expression, wobei in den Tubuli des Nierenkortex der Wildtyptiere eine stärkere 
zytoplasmatische, aber schwächere nukleäre Färbung im Vergleich zu Morg1+/-–
Mäusen (p<0,01) zu detektieren war. Die LPS–Gabe führte zu keiner 
signifikanten Veränderung der Protein–Expression von HIF–2α in beiden Maus–
Genotypen. 
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Abbildung 10: Analyse der Protein–Expression von HIF–2α im Gesamtnieren-
gewebe 24h nach den Behandlungen. Die HIF–2α–Expression wurde durch IHC und 
Quantifizierung mit Hilfe eines Scores (0-5) analysiert. (A-C) Repräsentative Bilder der 
Nierenschnitte nach den Behandlungen (A) CLP, (B) PCI und (C) LPS. Vergrößerung: 
400x. (D) Die relative Protein–Expression von HIF–2α ist als MW ± SEM dargestellt. 
nCLP=9/9/10/9; nPCI=9/9/9/11; nLPS=6/6/8/8. *p<0,05; **p<0,01 sham–CLP/NaCl versus 
CLP/PCI; #p<0,05 Wildtyp versus Morg1+/-. 
Die Abbildung 11 zeigt die mRNS–Expression von Hif–2α im 
Gesamtnierengewebe 24h nach CLP– und PCI–Behandlung sowie LPS–
Applikation. 
In den sham–CLP operierten Wildtyp– und Morg1+/-–Mäusen konnte kein 
Unterschied in der basalen mRNS–Expression von Hif–2α detektiert werden. Im 
Gegensatz dazu war in NaCl behandelten Morg1+/-–Mäusen die mRNS–
Expression von Hif–2α signifikant geringer (p<0,05) im Vergleich zu den 
entsprechenden unbehandelten Wildtyptieren. In dem kleinen Diagramm in 
Abbildung 11 ist die signifikant geringere Hif–2α–Expression in den Nieren der 
sham–CLP operierten Wildtyptiere zu sehen. Dies konnte für die Morg1+/-–
Mäuse nicht gezeigt werden. 
Nach der CLP– und PCI–Behandlung sank die Hif–2α–Expression in der 
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Mausnieren tendenziell an, verglichen mit den entsprechenden sham–CLP 
operierten bzw. NaCl behandelten Tieren. Dabei war die Hif–2α–mRNS im 
Nierengewebe der CLP operierten Morg1+/-–Mäuse höher exprimiert im 
Vergleich zum entsprechenden Wildtyp. In der Hif–2α–Expression bei den PCI 
behandelten Mäusen war kein Unterschied zwischen den beiden Maus–
Genotypen zu detektieren. Nach der LPS–Applikation stieg die mRNS–
Expression von Hif–2α in beiden Genotypen tendenziell im Vergleich zu den 
entsprechenden Kontrolltieren. Dabei war die gemessene Hif–2α–Expression in 
den LPS behandelten Wildtyptieren höher verglichen mit den Morg1+/-–Mäusen. 
Abbildung 11: Analyse der mRNS–Expression von Hif–2α via real time PCR im 
Gesamtnierengewebe 24h nach den Behandlungen CLP, PCI und LPS. Die Hif–
2α–Expression ist als MW ± SEM dargestellt. Für jede Behandlung sind die Daten in 
Relation zum Referenzgen und zum Kontroll–Wildtyp präsentiert. nCLP=7/9/11/9; 
nPCI=9/8/9/12; nLPS=9/8/10/12. *p<0,05 sham–CLP versus CLP bzw. NaCl versus sham–
CLP; #p<0,05 Wildtyp versus Morg1+/-. 
Nach Sepsis–Induktion bzw. LPS–Gabe waren die Expressionsmuster von 
Hif–2α–mRNS und HIF–2α–Protein im Gewebe der Nieren denen von Hif–1α–
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4.2.4 Expression von PHD3 
Dazu wurde die Expression von PHD3 in Wildtyp– und Morg1+/-–Mäusen in 
den drei Modellen analysiert. 
Die Protein–Expression von PHD3 nach der sham–CLP–OP war im 
tubulären Bereich der Morg1+/-–Mausnieren höher im Vergleich zu denen der 
Wildtyptiere. Auch im Vergleich zu den NaCl behandelten Tieren beider 
Genotypen akkumulierte PHD3 in den tubulären Zytoplasmen der sham–CLP 
operierten Morg1+/-–Mausnieren stärker. Im Vergleich dazu war kein Unterschied 
in der Protein–Expression von PHD3 zwischen den NaCl behandelten Morg1+/-– 
und Wildtyptieren zu ermitteln. In den Nierenschnitten der NaCl behandelten 
Tieren konnten revers zu den sham–CLP operierten Mausschnitten dichte 
Kernfärbungen detektiert werden, die in den Schnitten der sham–CLP 
operierten Mäuse beider Genotypen nur vereinzelt vorkamen. Nach der CLP–
Behandlung (Abb. 12A) sank die Protein–Expression von PHD3 im Zytoplasma 
und Nuklei der kortikalen Tubuli der Nieren in den Wildtyptieren tendenziell 
(p=0,065) und in den Morg1+/-–Mäusen signifikant (p<0,05) (Abb. 12D). 
Entgegengesetzt dazu stieg die PHD3–Expression nach der Sepsis–Induktion 
via PCI in beiden Maus–Genotypen (Abb. 12B). Dabei war PHD3 in den beiden 
Sepsis–Modellen CLP und PCI in den Wildtyp– und Morg1+/-–Mäusen gleich 
stark exprimiert. Die LPS–Applikation (Abb. 12C) führte in den Nieren der 
Wildtyptiere zu einer erhöhten und kontrovers dazu in den Morg1+/-–Mäusen zu 
einer tendenziell verminderten PHD3–Expression im Vergleich zu den 
entsprechenden NaCl behandelten Kontrollmäusen. Die Protein–Expression 
von PHD3 wurde nach der LPS–Behandlung in den Wildtypmausnieren stärker 
detektiert als in den Nieren der Morg1+/-–Tiere. 
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Abbildung 12: Analyse der Protein–Expression von PHD3 im Gesamtnieren-
gewebe 24h nach den Behandlungen. Die PHD3–Expression wurde durch IHC und 
Quantifizierung mit Hilfe eines Scores (0-5) analysiert. (A-C) Repräsentative Bilder der 
Nierenschnitte nach den Behandlungen (A) CLP, (B) PCI und (C) LPS. Vergrößerung: 
400x. (D) Die relative Protein–Expression von PHD3 ist als MW ± SEM dargestellt. 
nCLP=9/9/10/9; nPCI=9/9/9/11; nLPS=6/6/8/8. *p<0,05 sham–CLP versus CLP. 
Zudem wurde die mRNS–Expression von Phd3 im Gesamtnierenlysat 24h 
nach Sepsis–Induktion via CLP und PCI sowie LPS–Behandlung analysiert und 
in der Abbildung 13 dargestellt. 
Die basale mRNS–Expression von Phd3 in sham–CLP operierten Morg1+/-–
Mäusen war höher im Vergleich zum Wildtyp, aber signifikant geringer in NaCl 
behandelten Morg1+/-–Mäusen (p<0,05) verglichen mit den Wildtyptieren. Das 
kleine Diagramm in Abbildung 13 zeigt den direkten Vergleich der mRNS–
Expression von Phd3 der NaCl behandelten zu den sham–CLP operierten 
Tieren. Es wurde eine signifikant geringere Phd3–Expression in den NaCl 
behandelten Morg1+/-–Mäusen (p<0,01) im Vergleich zu den Kontroll–
Wildtyptieren beobachtet. Nach der sham–CLP–OP konnte eine geringere 
Phd3–Expression in den Nieren der Wildtypmäuse (p<0,01) verglichen mit den 
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CLP operierten Morg1+/-–Mäusen konnte keine weitere Verringerung der 
Expression im Vergleich zu den NaCl behandelten Morg1+/-–Tieren detektiert 
werden. 
In den Nieren der Wildtyptiere wurde bei allen drei Modellen CLP, PCI und LPS 
eine geringere Phd3–Expression nachgewiesen. Im Gegensatz dazu konnten in 
den CLP– und LPS–Modellen keine Veränderungen in der Expression von 
Phd3 in den Morg1+/-–Mausnieren im Vergleich zu den jeweiligen Morg1+/-–
Kontrolltieren ermittelt werden. Jedoch war nach Sepsis–Induktion im PCI-
Modell in den behandelten Morg1+/-–Mäusen Phd3 tendenziell höher exprimiert 
als in den Morg1+/-–Kontrollen. Im Vergleich der beiden Maus–Genotypen war 
die mRNS–Expression von Phd3 im Nierengewebe tendenziell höher in CLP 
operierten bzw. tendenziell geringer in LPS behandelten Morg1+/-–Mäusen 
verglichen zu den entsprechenden Wildtyptieren. 
Abbildung 13: Analyse der mRNS–Expression von Phd3 via real time PCR im 
Gesamtnierengewebe 24h nach den Behandlungen CLP, PCI und LPS. Die Phd3–
Expression ist als MW ± SEM dargestellt. Für jede Behandlung sind die Daten in Relation 
zum Referenzgen und zum Kontroll–Wildtyp präsentiert. nCLP=7/9/11/9; nPCI=9/8/9/12; 
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Nach der PCI–Behandlung war kein Unterschied in der Phd3–Expression 
zwischen beiden Maus–Genotypen zu ermitteln. 
Im Nierengewebe war die mRNS–Expression von Phd3 in den NaCl 
behandelten Morg1+/-–Mäusen geringer im Vergleich zu den entsprechenden 
Wildtyptieren. Die verschiedenen Behandlungen hatten keinen signifikanten 
Einfluss auf die Expression von Phd3–mRNS. Die Analyse des PHD3–Proteins 
in der Niere zeigte differente Expressionsmuster in den verschiedenen 
Modellen. 
4.2.5 Analyse von HIF–Zielgenen 
Um eine erhöhte Aktivität von HIF–1α und HIF–2α zu analysieren, wurden 
bekannte Transkriptionsgene von HIF wie EPO, Glukosetransporter 1 (GLUT1) 
und VEGF untersucht. Dabei wurden die Expression der Epo– und Glut1–
mRNS im Gesamtnierengewebe mittels real time PCR und des VEGF–Proteins 
im Blutplasma durch ELISA beider Maus–Genotypen gemessen. 
In der Abbildung 14 ist die mRNS–Expression von Epo im 
Gesamtnierengewebe 24h nach Sepsis–Induktion via CLP und PCI sowie LPS–
Gabe präsentiert. 
Die basale mRNS–Expression von Epo war in den beiden Maus–Genotypen 
ohne Unterschied 24h nach der sham–CLP–OP. Dagegen zeigten die Daten 
der Modelle PCI und LPS einen basal tendenziellen Anstieg der Expression von 
Epo in den NaCl behandelten Morg1+/-–Mäusen im Vergleich zum 
entsprechenden Kontroll–Wildtyp. Im direkten Vergleich der NaCl behandelten 
zu den sham–CLP operierten Mäusen konnte eine signifikante Verringerung der 
mRNS–Expression von Epo in den Nieren der sham–CLP operierten Mäusen 
(p<0,01; p<0,001) verglichen mit den NaCl behandelten Tieren beider Genotypen 
gezeigt werden (kleines Diagramm in Abb. 14). 
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Abbildung 14: Analyse der mRNS–Expression von Epo via real time PCR im 
Gesamtnierengewebe 24h nach den Behandlungen CLP, PCI und LPS. Die Epo–
Expression ist als MW ± SEM dargestellt. Für jede Behandlung sind die Daten in Relation 
zum Referenzgen und zum Kontroll–Wildtyp präsentiert. nCLP=7/9/11/9; nPCI=9/8/9/12; 
nLPS=9/8/10/12. **p<0,01; ***p<0,001 NaCl versus sham–CLP; #p<0,05 Wildtyp versus 
Morg1+/-. 
Nach CLP–Behandlung blieb die mRNS–Expression von Epo im 
Nierengewebe der Wildtypmäuse unverändert, aber stieg in den Morg1+/-–
Mäusen tendenziell nach Sepsis–Induktion via CLP. Damit konnte eine 
signifikant höhere Epo–Expression in den CLP–operierten Morg1+/-–Mäusen 
(p<0,05) verglichen mit den CLP–operierten Wildtyptieren gezeigt werden. Nach 
der PCI–Behandlung wurde eine leicht reduzierte mRNS–Expression von Epo 
in den Wildtypmäusen, jedoch eine starke Verminderung der Expression in den 
septischen Morg1+/-–Mäusen detektiert. Dennoch war Epo im Nierengewebe 
der PCI–Mäuse beider Genotypen gleich niedrig exprimiert. Ähnlich wie im 
CLP–Modell zeigten die LPS behandelten Wildtyptiere keine Veränderung der 
Epo–Expression im Nierengewebe. Abweichend dazu wurde eine Abnahme der 
Expression von Epo in den Morg1+/-–Mausnieren detektiert. Dabei war im 
Vergleich der Genotypen die Epo–Expression in den Nieren der Morg1+/-–
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Weiterhin wurde die mRNS–Expression von Glut1 im Gesamtnierengewebe 
24h nach CLP, PCI sowie LPS untersucht (Abb. 15). 
Abbildung 15: Analyse der mRNS–Expression von Glut1 via real time PCR im 
Gesamtnierengewebe 24h nach den Behandlungen CLP, PCI und LPS. Die Glut1–
Expression ist als MW ± SEM dargestellt. Für jede Behandlung sind die Daten in Relation 
zum Referenzgen und zum Kontroll–Wildtyp präsentiert. nCLP=7/9/11/9; nPCI=9/8/9/12; 
nLPS=9/8/10/12. 
Im CLP–Modell war die basale mRNS–Expression von Glut1 tendenziell höher 
in sham–CLP operierten Morg1+/-–Mäusen im Vergleich zum Kontroll–Wildtyp. Im 
Gegensatz dazu war die Glut1–mRNS–Expression in den NaCl behandelten 
Morg1+/-–Mäusen tendenziell geringer verglichen mit den entsprechenden 
Wildtyptieren. Das kleine Diagramm in Abbildung 15 zeigt den direkten 
Vergleich der NaCl behandelten zu den sham–CLP operierten Mäusen beider 
Genotypen. 
In den Nieren der sham–CLP operierten Wildtypmäuse konnte eine tendenziell 
geringere mRNS–Expression von Glut1 verglichen mit den NaCl behandelten 
Tieren detektiert werden. Die mRNS–Expression in den Morg1+/-–Mäusen blieb 
unverändert im Vergleich der sham–CLP operierten zu den NaCl behandelten 
Mäusen. Nach CLP–Behandlung war die mRNS–Expression von Glut1 im 
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Morg1+/-–Mäusen stieg die Expression von Glut1 tendenziell nach Sepsis–
Induktion im CLP–Modell, wobei die Glut1–Expression in den septischen 
Morg1+/-–Mäusen tendenziell höher war verglichen mit septischen Wildtyptieren. 
Nach der PCI–Induktion konnten keine Unterschiede in der mRNS–Expression 
von Glut1 in beiden Genotypen detektiert werden. Dennoch war Glut1 in den 
Morg1+/-–Mäusen geringer exprimiert als in den Wildtyptieren. Im Modell LPS 
differierte die mRNS–Expressionen von Glut1 in den Nierengewebe beider 
Genotypen nicht im Vergleich zu den entsprechenden Kontrolltieren. Auch im 
Vergleich der beiden Maus–Genotypen konnten keine Unterschiede 24h nach 
LPS–Applikation gefunden werden. 
Die Abbildung 16 zeigt die Proteinkonzentration von VEGF im Blutplasma 
24h nach Sepsis–Induktion in den drei unterschiedlichen Sepsismodellen. 
Abbildung 16: Analyse der Protein–Expression von VEGF im Blutplasma 24h 
nach den Behandlungen CLP, PCI und LPS. Die VEGF–Expression wurde via ELISA 
ermittelt und als MW ± SEM dargestellt. Für jede Behandlung sind die Daten in 
Absolutwerten präsentiert. nCLP=6/6/8/7; nPCI=6/6/6/7; nLPS=6/6/8/8. *p<0,05 NaCl versus 
PCI. 
Die basalen Proteinkonzentrationen von VEGF im Blutplasma der sham–CLP 
operierten Mäuse beider Genotypen waren auf gleich hohem Niveau im 
Gegensatz zu den gemessenen Konzentrationen in den Blutplasmen der NaCl 
behandelten Tiere der Modelle PCI und LPS. Dabei war die VEGF–
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im Vergleich zu den NaCl behandelten Wildtyptieren. In dem Modell CLP 
konnte nach Sepsis–Induktion in den Blutplasmen der Wildtyptiere erhöhte 
Proteinkonzentrationen gemessen werden, die im Gegensatz dazu in den 
Morg1+/-–Mäusen nicht gefunden wurden. Eine signifikante Erhöhung der 
Blutplasma–Konzentration von VEGF war in den Wildtypmäusen 24h im PCI–
Modell zu sehen (p<0,05). In dem Blutplasma der Morg1+/-–Mäuse konnte eine 
tendenziell stärkere Steigerung der VEGF–Konzentration gemessen werden im 
Vergleich zu den NaCl behandelten Kontroll– und den septischen Wildtyptieren. 
In beiden Genotypen wurde nach LPS–Applikation eine tendenziell höhere 
Konzentration von VEGF im Blutplasma ermittelt verglichen mit den 
entsprechenden NaCl behandelten Kontrolltieren. 
Die analysierten HIF–Zielgene Epo und Glut1 waren nicht mit der erhöhten 
HIF–1/2α–Expression im Nierengewebe korreliert. Wohingegen VEGF im 
Blutplasma durch Sepsis und Endotoxämie erhöht exprimiert war. 
4.3 Charakterisierung des Einflusses von MORG1 und HIF–
1α auf mögliche nekrotische Veränderungen des 
Nierengewebes nach einer Sepsis–Induktion bzw. LPS–
Gabe 
Der Nachweis sowie die Einschätzung von möglichen pathologischen 
Gewebeveränderungen in der Niere 24h nach Sepsis–Induktion bzw. LPS–
Gabe wurde an in Paraffin eingebetteten Nierenschnitten via PAS–Reaktion 
erbracht. 
Die repräsentativen Bilder der Nierenschnitte nach den Behandlungen CLP, 
PCI und LPS in der Abbildung 17 zeigen die morphometrischen 
Veränderungen in den Morg1+/-– im Vergleich zu Wildtypmäusen. Die 
Auswertungen wurden auf tubuläre Schädigungen beschränkt. 
Das tubuläre Nierengewebe der sham–CLP operierten und der NaCl 
behandelten Versuchstiere war ohne Anzeichen von Dilatation und 
Vakuolenbildung nach dem Behandlungszeitraum. Dennoch zeigt die 
morphometrische Analyse der PAS–Reaktion (Abb. 17A) eine tendenziell 
intaktere Morphologie der Nierenschnitte von Morg1+/-–Mäusen verglichen mit 
denen der Wildtyptiere. Nach Sepsis–Induktion wurden signifikant nach CLP 
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(p<0,05) und tendenziell nach PCI tubulusnekrotische Schäden im 
Nierengewebe der Wildtypen gefunden im Vergleich zu den entsprechenden 
unbehandelten Tieren. In den Nierengeweben der Morg1+/-–Mäuse konnten 
nach Sepsis–Induktion via CLP signifikant sowie via PCI tendenziell weniger 
Dilatation und Vakuolenbildung detektiert werden verglichen mit den 
behandelten Wildtypmäusen (Abb. 17B). Die Pfeile in der Abbildung 17A und 
B markieren den sichtbaren Verlust sowie die Abflachung des Bürstensaums 
der luminalen Epithelmembran im Tubulus sowie die tubuläre Vakuolenbildung 
im septischen Nierengewebe beider Genotypen. Im Vergleich zu den NaCl 
behandelten Mäusen wiesen die Nieren der LPS behandelten Tiere keine 
nekrotischen Veränderungen in den Tubuli nach LPS–Applikation auf (Abb. 
17C). 
Eine zusätzliche morphologische Gewebeveränderung aufgrund der sham–
CLP oder CLP–OP konnte nicht beobachtet werden (Abb. 17D). 
Das Nierengewebe der Morg1+/-–Mäuse zeigte nach Sepsis–Induktion 
weniger nekrotische Veränderungen verglichen mit den septischen 
Wildtyptieren. Im Gegensatz dazu wies die Endotoxämie mit LPS keine 
morphologischen Veränderungen in der Niere auf. 
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Abbildung 17: Charakterisierung der pathologischen Veränderungen im Nieren-
gewebe 24h nach den Behandlungen. Die PAS–Reaktion wurde durch 
Quantifizierung mit Hilfe eines Scores (0-5) analysiert. (A-C) Repräsentative Bilder der 
Nierenschnitte nach den Behandlungen (A) CLP, (B) PCI und (C) LPS. Vergrößerung: 
200x. (D) Morphometrische Analyse als MW ± SEM. nCLP=9/9/10/8; nPCI=9/9/9/11; 
nLPS=6/6/8/8. *p<0,05 sham–CLP versus CLP; ##p<0,01 Wildtyp versus Morg1+/-. 
4.4 Beurteilung der Rolle von MORG1 und HIF–1α auf 
mögliche Sepsis bzw. LPS induzierte apoptotische 
Veränderungen im Nierengewebe 
Der TUNEL–Assay an in Paraffin eingebetteten Nierengewebeschnitten 
wurde zur Analyse der Apoptose 24h nach CLP, PCI sowie LPS durchgeführt, 
um die Ausprägung der Apoptose zu quantifizieren (Hughes und Gobe 2007). 
Dabei wurde die Farbintensität der tubulären Nuklei einbezogen. Die gemessene 
Farbintensität (Grauwert) korreliert mit dem Auftreten apoptotischer 
Veränderungen im Nierengewebe und wurde mit den entsprechenden 
Kontrollgruppen verglichen. 
Die morphometrische Analyse des TUNEL–Assay in CLP, PCI und LPS 
behandelter Wildtyp– und Morg1+/-–Mäusen im Vergleich zu den 
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Im Nierengewebe der sham–CLP operierten Wildtyptiere wurde eine 
signifikant geringere Farbintensität (p<0,05) gemessen verglichen mit den 
sham–CLP operierten Morg1+/-–Mäusen. Dieser Trend war in den Nieren der 
NaCl behandelten Versuchstiere nicht zu sehen im Vergleich beider Maus–
Genotypen. Nach CLP–Induktion wurde eine tendenziell höhere Intensität in 
dem Nierengewebe der Wildtyptiere gemessen verglichen mit den sham–CLP–
Mäusen. Im Gegensatz dazu war die ermittelte Farbintensität in den 
Nierenschnitten der CLP behandelten Morg1+/-–Mäuse tendenziell geringer im 
Vergleich zu den sham–CLP operierten Morg1+/-–Tieren. Diese zeigten 24h 
nach CLP–Behandlung ähnliche apoptotische Veränderungen auf dem Niveau 
der gemessenen Farbintensitäten der NaCl behandelten Mäuse. 
Abbildung 18: Bewertung der apoptotischen Veränderungen via TUNEL. (A-C) 
Repräsentative Bilder der Nierenschnitte nach den Behandlungen (A) CLP, (B) PCI 
und (C) LPS. Vergrößerung: 200x. (D) Die Farbintensität (Grauwert) wurde in den 
Kernen gemessen und als MW ± SEM dargestellt. nCLP= 9/9/11/9; nPCI=9/9/9/12; 
nLPS=9/9/8/8. #p<0,05 Wildtyp versus Morg1+/-. 
Nach der PCI–Induktion war die Erhöhung die Grauwertintensität im 
Nierengewebe nur geringfügig in beiden Genotypen, dennoch wurden in den 
Nieren der Morg1+/-–Mäuse leicht höhere apoptotische Vorgänge ermittelt 
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verglichen mit den PCI behandelten Wildtyptieren. Die LPS–Applikation hatte 
keinen Einfluss auf die Farbintensität bzw. konnten keine apoptotischen 
Veränderungen im Nierengewebe beider Maus–Genotypen festgestellt werden. 
Eine durch Sepsis induzierte Veränderung am Nierengewebe, vermittelt durch 
Apoptose, wurde auch durch den immunhostochemischen Nachweis der aktiven 
Caspase 3 an in Paraffin eingebetteten Nierengewebeschnitten dokumentiert. 
Dabei wurden Nierenschnitte von Wildtyp– und Morg1+/-–Mäusen 24h nach 
CLP–, PCI– und LPS–Behandlung analysiert indem Spots per Areal ausgezählt 
wurden (Abb. 19). 
Abbildung 19: IHC–Quantifizierung der aktiven Caspase 3 durch Auszählen der 
Spots per Areal. 
Die Analyse demonstrierte eine tendenzielle Zunahme der aktiven Caspase 3 
nach sham–CLP–OP im Vergleich zu den NaCl behandelten Mäusen beider 
Genotypen (Abb. 20). 
In den NaCl behandelten und sham–CLP operierten Morg1+/-–Mäusen 
konnte signifikant nach PCI (p<0,05) und LPS (p<0,05) bzw. tendenziell nach 
CLP weniger aktive Caspase 3–Färbung detektiert werden verglichen mit den 
entsprechenden Wildtyptieren. Die apoptotische Aktivität in den behandelten 
Wildtyp– (p<0,001) und Morg1+/-–Mäusen (p<0,05) war signifikant erhöht im 
Vergleich zu den korrespondierenden sham–CLP behandelten Tieren. Dabei 
war in den CLP behandelten Morg1+/-–Tieren signifikant weniger Apoptose 
detektierbar (p<0,05) verglichen mit den Wildtypmäusen nach Peritonitis–
Induktion durch CLP. Zudem konnte im PCI–Sepsis–Modell (p<0,01) sowie 
nach LPS–Gabe (p<0,001) eine signifikant erhöhte Anzahl an apoptotischen 
40 µm
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Vorgängen detektiert werden in beiden Genotypen und im Vergleich zu den 
entsprechenden NaCl behandelten Kontrolltieren. Auch in den Modellen PCI 
und LPS wurde eine geringere Caspase 3–Akkumulation in den behandelten 
Morg1+/-– verglichen mit den Wildtypmäusen beobachtet. 
Abbildung 20: Apoptose–Analyse via IHC–Detektion der aktiven Caspase 3. Die 
morphometrische Analyse wurde durch Spots per Areal von 10 gleich großen Arealen 
pro Nierenschnitt 24h nach CLP–, PCI– sowie LPS–Behandlung ermittelt und als MW ± 
SEM dargestellt. nCLP=9/9/10/8; nPCI=9/9/9/11; nLPS=6/6/8/8. *p<0,05; **p<0,01; 
***p<0,001 sham–CLP/NaCl versus CLP/PCI/LPS; #p<0,05 Wildtyp versus Morg1+/-. 
In beiden Genotypen konnte eine positive Korrelation der Caspase 3–
Akkumulation und den Behandlungen CLP, PCI und LPS in der Niere gezeigt 
werden. Dabei waren die apoptotischen Veränderungen des Nierengewebes in 
den Morg1+/-–Mäusen signifikant geringer im Vergleich zu den Wildtyptieren. 
4.5 Einfluss von MORG1 und HIF–1α auf die Inflammation 
und Infiltration im Nierengewebe nach Sepsis–Induktion 
bzw. LPS–Gabe 
4.5.1 Analyse der inflammatorischen Zytokine 
Zytokine wie die inflammatorischen Interleukine IL–6, IL–10 und INFγ sowie 
das inflammatorische Zytokin Tnfα wurden nach 24h im Blutplasma durch CBA 
bzw. nach 0h, 6h und 24h im Vollblut durch real time PCR ermittelt. Dabei 
wurden die entsprechenden Proben der Morg1+/-– im Vergleich zu denen der 
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Die Dartsellung in Abbildung 21 für IL–6 (Abb. 21A), IL–10 (Abb. 21B) und 
INFγ (Abb. 21C) zeigen 24h nach den Behandlungen keinen Unterschied 
zwischen sham–CLP operierten bzw. den NaCl behandelten Tieren beider 
Genotypen. Dagegen konnten beim Vergleich zwischen den Modellen eine 
basal höhere IL–6–Konzentration und ein basal geringeres IL–10–Niveau in den 
sham–CLP operierten Mäusen verglichen mit den NaCl behandelten Tieren 
beider Genotypen gezeigt werden (Abb.21A und B). Einen erhöhten IL–6– und 
IL–10–Spiegel (ausgenommen IL–10, LPS) im Blutplasma der Morg1+/-– und 
Wildtypmäuse wurde tendenziell 24h nach CLP–, PCI– und LPS–Behandlung 
im Vergleich zu den entsprechenden unbehandelten Tieren gefunden. Im 
Gegensatz dazu war der INFγ–Spiegel 24h nach Sepsis–Induktion nicht erhöht. 
Allerdings konnte nach LPS–Anwendung eine gesteigerte Konzentration von 
INFγ in beiden Genotypen verglichen mit NaCl behandelten Mäusen ermittelt 
werden (Abb. 21C). 
Die Abbildung 21D zeigt keine Unterschiede in der basalen Expression von 
Tnfα zwischen den Proben der Genotypen oder sham–CLP operierten und 
NaCl behandelten Tieren der verschiedenen Modelle im Vollblut der Morg1+/-– 
und Wildtypmäuse. Die Tnfα–mRNS–Expression war 4h und 24h nach den 
Behandlungen im Vergleich zu den entsprechenden unbehandelten Tieren bzw. 
zum Zeitpunkt 0h in allen Modellen erhöht. Dabei konnte eine zeitabhängige 
Erhöhung der mRNS–Expression von Tnfα im Versuchszeitraum über 24h nach 
Sepsis–Induktion via CLP und PCI sowie LPS–Applikation (ausgenommen PCI, 
HZ, 24h) gezeigt werden. Eine tendenziell geringere Expression von Tnfα–
mRNS im Vollblut der Morg1+/-–Mäuse wurde 4h nach CLP– und PCI–Induktion 
sowie 24h nach PCI– und LPS–Behandlung im Vergleich zu den Wildtyptieren 
detektiert. 
Zu der Analyse der inflammatorischen Zytokine konnte kein statistischer 
Nachweis erbracht werden, aufgrund des geringen, begrenzten Volumen des 
gewonnenen Bluts wurden nur ein Teil (n=2-4) der Versuchstiere einbezogen. 
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Abbildung 21: Analyse der Zytokine im Vollblut 24h nach Sepsis–Induktion oder 
LPS–Gabe. Die Konzentrationen von (A) IL–6, (B) IL–10 und (C) INFγ wurden via CBA 
und (D) Tnfα–mRNS–Expression via real time PCR analysiert und als MW ± SEM 
dargestellt. n =2-4. Keine Statistik erbracht. 
Zusätzlich wurde die Protein–Expression von TNFα mittels IHC und die  
m–RNS–Expression des Gens Tnfα durch real time PCR im 
Gesamtnierengewebe in Wildtyp– und Morg1+/-–Mäusen 24h nach Induktion 
einer Sepsis bzw. Injektion von LPS analysiert. Die repräsentativen Bilder der 
IHC in Abbildung 22 zeigen die TNFα–Expression im kortikalen Nierengewebe 
nach den Behandlungen CLP, PCI und LPS. 
Im tubulären Bereich der Nierenschnitte der Morg1+/-–Mäuse konnte eine 
geringe Akkumulation von TNFα in sham–CLP operierten sowie 24h nach 
Sepsis–Induktion via CLP im Vergleich zu den Wildtypmäusen gezeigt werden. 
Dies korrelierte mit den IHC–Analysen von TNFα–Protein im glomerulären 
Bereich der Nierenschnitte (Abb. 22A). Nach der PCI–Behandlung wurde eine 
Erhöhung von TNFα im Zytoplasma der Tubuluszellen der Morg1+/-–Mäuse im 
Vergleich zu den NaCl behandelten und zu den behandelten Wildtypmäusen 
detektiert. In den Glomeruli der PCI behandelten Tiere beider Genotypen 
konnte eine erhöhte TNFα–Protein–Expression ohne Unterschied zwischen den 
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Abbildung 22: Analyse der Expression von TNFα im Gesamtnierengewebe 24h 
nach den Behandlungen. Die TNFα–Expression wurde durch IHC und 
Quantifizierung mit Hilfe eines Scores (0-5) analysiert. (A-C) Repräsentative Bilder der 
Nierenschnitte nach den Behandlungen (A) CLP, (B) PCI und (C) LPS. Vergrößerung: 
400x. nCLP=9/9/10/8; nPCI=9/9/9/11; nLPS=6/6/8/8. (D) Die Tnfα–Expression ist als MW ± 
SEM dargestellt. Für jede Behandlung sind die Daten in Relation zum Referenzgen und 
zum Kontroll–Wildtyp präsentiert. nCLP=7/9/11/9; nPCI=9/8/9/12; nLPS=9/8/10/12. *p<0,05; 
**p<0,01; ***p<0,001 sham–CLP/NaCl versus CLP/PCI/LPS; ###p<0,001 Wildtyp versus 
Morg1+/-. 
Dagegen zeigte die LPS–Applikation keinen Anstieg der Protein–Expression 
von TNFα in beiden Genotypen im Zytoplasma der Tubuli 24h nach der 
Behandlung, aber in den Proben der behandelten Wildtyptieren einen geringen 
Anstieg (Abb. 22C). 
In der Abbildung 22D ist zusätzlich die mRNS–Expression von Tnfα gezeigt. 
Die basale Expression in den Nierengeweben der sham–CLP operierten 
Mrog1+/-–Tiere war signifikant geringer (p<0,001) verglichen mit den sham–CLP 
operierten Wildtypmäusen. Dieses basale Expressionsmuster war ähnlich für 
die beiden Modelle PCI und LPS in den NaCl behandelten Tieren zusehen. 
Der Gesamtbetrag der Genexpression von Tnfα in der Niere war signifikant 
erhöht in Sepsis (p<0,05; p<0,01; p<0,001) sowie in LPS behandelten Tieren 
beider Genotypen (p<0,01) im Vergleich zu den entsprechenden sham–CLP 
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Expression von Tnfα in Morg1+/-–Mäusen war tendenziell geringer im 
Nierengewebe im Vergleich zu den Wildtypmäusen 24h nach Peritonitis–
Induktion via CLP und PCI sowie LPS–Gabe. Im Vergleich aller Modelle wurde 
eine deutlich stärkere Expression von Tnfα nach PCI– und LPS–Behandlung als 
nach CLP–OP detektiert. 
Ein proinflammatorischer Zytokinansturm im Blutplasma konnte 24h nach den 
verschiedenen Behandlungen nicht ermittelt werden. Parallel dazu war die 
mRNS von dem inflammatorischen Zytokin TNFα im Vollblut und im 
Nierengewebe teilweise signifikant erhöht exprimiert, wobei in den Morg1+/-–
Mäusen die Expression geringer war als in den Wildtyptieren. Kontrovers dazu 
war die TNFα–Protein–Expression im Nierengewebe. 
4.5.2 Analyse der T–Zell–Infiltration 
Der Nachweis von CD3+–T–Zellen erfolgte an in Paraffin eingebetteten 
Nierengewebeschnitten von Wildtyp– und Morg1+/-–Mäuse. Pro Mausschnitt 
wurden 10 äquale Areale beurteilt. 
Eine T–Zell–Infiltration in das Nierengewebe aufgrund der Sepsis–Induktion in 
allen drei Modellen wurde 24h nach den Behandlungen in der IHC gefunden (Abb. 
23). 
In dem Nierengewebe der NaCl behandelten Tiere der PCI– und LPS–
Modelle beider Genotypen konnte eine sehr geringe Infiltration von CD3+–T–
Zellen gefunden werden. Jedoch wurde eine höhere basale T–Zell–Infiltration in 
den sham–CLP operierten verglichen mit NaCl behandelten Tieren beider 
Genotypen 24h nach sham–CLP–OP detektiert. Nach Sepsis–Induktion durch 
CLP bzw. PCI und nach LPS–Gabe waren die CD3+–T–Zellen tendenziell bzw. 
signifikant (p<0,05; p<0,01) mehr in Wildtypmäusen verglichen mit den sham–
CLP operierten bzw. NaCl behandelten Tieren vorhanden. Eine signifikant 
erhöhte (p<0,05) Infiltration von CD3+–T–Zellen war nur nach PCI in Morg1+/-–
Mäusen zu sehen. Bei beiden Peritonitis–Sepsis–Modellen und nach LPS–
Anwendung war die T–Zell–Infiltration signifikant höher in den erkrankten 
Wildtyp– als in den erkrankten Morg1+/-–Mäusen (p<0,01; p<0,001). 
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Abbildung 23: Analyse der Protein–Expression von CD3+–T–Zellen im 
Gesamtnierengewebe 24h nach den Behandlungen. Die Infiltration wurde durch 
IHC und Quantifizierung mit Hilfe eines Scores (0-5) analysiert. (A-C) Repräsentative 
Bilder der Nierenschnitte nach den Behandlungen (A) CLP, (B) PCI und (C) LPS. 
Vergrößerung: 400x. (D) Die relative Protein–Expression von CD3+–T–Zellen ist als 
MW ± SEM dargestellt. nCLP=9/9/10/8; nPCI=9/9/9/11; nLPS=6/6/8/8. *p<0,05; **p<0,01 
NaCl versus PCI/LPS; ##p<0,01; ###p<0,001 Wildtyp versus Morg1+/-. 
Die Induktion einer Sepsis oder einer Endotoxämie führte zu einer T–Zell–
Infiltration in das Nierengewebe in den Wildtyptieren und nicht in das Gewebe der 
Morg1+/-–Mäuse 24h nach den Behandlungen. 
4.6 Bewertung der Nierenfunktion mithilfe der Parameter 
Kreatinin, BUN, NGAL und ACR 
Die renalen Retentionsmarker Kreatinin und BUN sowie der Funktions-
parameter NGAL wurden im Blutplasma über eine enzymatische, 
kolorimetrische Messung ermittelt. Die Blutplasmaproben von den behandelten 
Wildtyp– und Morg1+/-–Mäusen 24h in den drei Modellen wurden mit den 
entsprechenden Kontrollmäusen verglichen und die Nierenfunktionsparameter 
als absolute Werte angegeben. 
4.6.1 Analyse von Kreatinin im Blutplasma 
Die basalen Niveaus von Kreatinin waren annähernd 2–fach höher in sham–
CLP operierten Mäusen beider Genotypen verglichen mit den NaCl 
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Unterschied zwischen den Genotypen (Abb. 24). Der Blutplasmaspiegel von 
Kreatinin war signifikant (p<0,05) erhöht in den behandelten Wildtyp– und 
Morg1+/-–Mäusen im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollgruppen 24h 
nach CLP– und LPS–Anwendung (tendenziell nach LPS, Wildtyp). Im Vergleich 
mit den Daten der CLP– und LPS–Behandlung waren geringe Veränderungen 
nachzuweisen 24h post PCI. Zwischen den behandelten Wildtyp– und Morg1+/-–
Mäusen wurden keine signifikanten Unterschiede 24h nach Sepsis–Induktion 
und LPS–Injektion detektiert (Abb. 24). 
Abbildung 24: Analyse des Kreatinin–Spiegels im Blutplasma 24h nach Sepsis–
Induktion bzw. LPS–Applikation. Die Kreatinin–Konzentration wurde über 
enzymatische Kolorimetrie gemessen und ist als MW ± SEM dargestellt. nCLP=9/9/8/9; 
nPCI= 9/8/9/12; nLPS=9/8/12/12. *p<0,05 sham–CLP/NaCl versus CLP/LPS. 
4.6.2 Analyse von BUN im Blutplasma 
Die Analyse der Plasmakonzentration von Harnstoff–Stickstoff im Blutplasma 
ist in Abbildung 25 gezeigt. 
Die basalen Werte von BUN waren höher in sham–CLP operierten Mäusen 
beider Genotypen im Vergleich zu NaCl behandelten Versuchstieren der PCI– 
und LPS–Behandlungen. In den sham–CLP und CLP operierten Morg1+/-–
Mäusen war die BUN–Konzentration tendenziell geringer verglichen mit den 
sham–CLP operierten bzw. CLP operierten Wildtypmäusen. Der 
Blutplasmaspiegel von BUN war 24h nach der CLP–Behandlung tendenziell in 
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im Vergleich zu der entsprechenden Kontrollgruppe erhöht. Ein ähnliches 
Expressionsmuster wurde im PCI– und LPS–Modell detektiert, wobei eine 
gering höhere BUN–Konzentration in Morg1+/-– im Vergleich zu Wildtypmäusen 
im Blutplasma gemessen wurde (Abb. 25). 
Abbildung 25: Analyse von BUN 24h nach Sepsis–Induktion bzw. LPS–
Applikation. Die BUN–Konzentration wurde über enzymatische Kolorimetrie 
gemessen und ist als MW ± SEM dargestellt. nCLP=9/9/8/9; nPCI=9/8/9/12; 
nLPS=9/8/12/12. *p<0,05; ***p<0,001 sham–CLP/NaCl versus CLP/LPS. 
4.6.3 Analyse von NGAL im Blutplasma 
Die Untersuchungen von NGAL im Blutplasma beider Maus–Genotypen und 
der verschiedenen Behandlungsmodelle sind in Abbildung 26 gezeigt. 
Die basalen NGAL–Konzentrationen im Blutplasma waren höher in sham–
CLP operierten Wildtyp– und Morg1+/-–Mäusen im Vergleich zu den NaCl 
behandelten Tieren in den PCI– und LPS–Modellen. In unbehandelten und 
behandelten Morg1+/-–Mäusen war die NGAL–Konzentration tendenziell 
niedriger verglichen mit den unbehandelten und behandelten Wildtypmäusen 
bei CLP–Behandlung (Abb. 26). Weiterhin konnte ein signifikant (p<0,001) 
erhöhter NGAL–Blutplasmaspiegel 24h nach Sepsis–Induktion via CLP und PCI 
sowie LPS–Gabe in Wildtyp– und Morg1+/-–Mäusen im Vergleich zu den 
entsprechenden Kontrollgruppen gezeigt werden. Gegensätzlich zu dem CLP–
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konzentrationen von NGAL in Morg1+/-– verglichen mit den Wildtyptieren 
gemessen werden. 
Abbildung 26: Analyse von NGAL im Blutplasma 24h nach Sepsis–Induktion 
bzw. LPS–Applikation. Die NGAL–Konzentration wurde über enzymatische 
Kolorimetrie gemessen und ist als MW ± SEM dargestellt. nCLP=9/9/12/7; nPCI=9/8/9/10; 
nLPS=9/8/12/10. ***p<0,001 sham–CLP/NaCl versus CLP/PCI/LPS. 
4.6.4 Analyse von ACR im Urin 
Die Ausscheidung von Proteinen in Relation zum ausgeschiedenen Kreatinin 
über die Niere ist ein weiterer Nierenfunktionsparameter, der im gewonnenen 
Urin der Mäuse gemessen wurde. Die überlebenden, schwer erkrankten Mäuse 
mit Anurie gaben über den Versuchszeitraum von 24h keinen Urin ab bzw. 
konnte bei diesen Tieren auch kein Spontanurin gewonnen werden. Für die 
Analyse der Konzentrationen von Albumin und Kreatinin wurden die Proben 
nach den drei verschiedenen Behandlungen via ELISA bzw. enzymatischer 
Kolorimetrie gemessen. Die Ratio von Albumin und Kreatinin im Harn der 
behandelten Mäuse wurde mit der Ratio der entsprechenden Kontroll–Wild-
typtiere verglichen und als absolute Werte angegeben. 
Nach der sham–CLP–OP stieg der ACR bei beiden Maus–Genotypen 
verglichen mit den NaCl behandelten Mäusen (Abb. 27). Dabei war der 
ermittelte ACR in den Morg1+/-–Tieren zweifach höher 24h nach sham–CLP–OP 
und im Gegensatz dazu nur halb so hoch bei NaCl–Behandlung im Vergleich zu 






























E r g e b n i s s e  
75 
 
PCI und LPS behandelten Mäusen zu sehen. Die CLP–Behandlung zeigte ein 
Anstieg der Albumin/Kreatinin–Ratio in beiden Maus–Genotypen verglichen mit 
den entsprechenden sham behandelten Tieren, wobei in Morg1+/-–Mäusen 
tendenziell höhere Werte ermittelt wurden im Vergleich zu den CLP 
behandelten Wildtyptieren. Nach der PCI–Behandlung konnte im Urin der 
Wildtyptiere eine signifikante (p<0,05) und im Morg1+/-–Mausurin eine 
tendenzielle Erhöhung (p=0,051) der ACR verglichen mit den entsprechenden 
NaCl behandelten Mäusen ermittelt werden. Kontrovers zu der CLP–
Anwendung war die Ratio zweifach höher in PCI behandelten Wildtyptieren im 
Vergleich zu den PCI behandelten Morg1+/-–Mäusen. Auch 24h nach LPS–
Applikation war die Albumin/Kreatinin–Ratio tendenziell höher bei den 
Wildtypmäusen und signifikant in Morg1+/-– (p<0,01) verglichen mit den 
entsprechenden NaCl behandelten Mäusen. Die ermittelte Ratio der LPS 
behandelten Wildtyptiere war dabei höher als in den Morg1+/-–Mäusen. 
Abbildung 27: Analyse von ACR im Urin 24h nach Sepsis–Induktion bzw. LPS–
Applikation. Die Konzentrationsbestimmung von Albumin erfolgte durch ELISA und die 
von Kreatinin via enzymatischer Messung. Die Ratio ist als MW ± SEM dargestellt. 
nCLP=8/9/8/8; nPCI=5/6/8/7; nLPS=5/6/5/6. *p<0,05; **p<0,01 NaCl versus PCI/LPS. 
Die analysierten Nierenfunktionsparameter waren 24h nach CLP–, PCI– und 
LPS–Behandlung in beiden Genotypen, jedoch ohne einen signifikanten 



















E r g e b n i s s e  
76 
 
4.7 Einfluss von MORG1 und HIF–1α auf das Überleben bei 
den drei Behandlungsmodellen CLP, PCI und LPS 
Die Studien zum Überleben wurden für beide Sepsis–Modelle CLP und PCI 
sowie für das LPS–Modell im Vergleich zu den sham–CLP operierten und den 
NaCl behandelten Tiergruppen (für Wildtyp und Morg1+/-–Mäuse 
gleichermaßen) über 72 Stunden beobachtet. 
Die Analyse zeigt eine größere Sterberate der Morg1+/-–Mäuse nach CLP 
(Abb. 28A) und PCI (Abb. 28B) verglichen mit den Wildtypmäusen. Nach 
einem Zeitraum von 72h starben 4 Morg1+/-–Mäuse und 1 Wildtypmaus der 
CLP–Behandlung. Die PCI–Behandlung forderte nach 72 Stunden 6 Morg1+/-–
Mäuse (p<0,05) und 3 Wildtyptiere. Die Überlebensrate nach der LPS–
Applikation lag bei den Morg1+/-–Mäusen bei 100% und bei den Wildtyptieren bei 
80% (Abb. 28C). 
Die Kontrolltiere beider Genotypen, sham–CLP operiert und NaCl behandelt, 
waren über den gesamten Versuchszeitraum vital. 
Die Studien zum Überleben zeigten eine größere Sterberate der Morg1+/-–
Mäuse nach einer Sepsis–Induktion. 
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Abbildung 28: Studien zum Überleben der Sepsis–Modelle CLP, PCI und der 
LPS–Behandlung über 72 Stunden. Die Überlebensrate ist als Kaplan–Meier–Kurve 






























































































Sepsis ist eine generalisierte, hyperinflammatorische Wirtsantwort, die durch 
eine Infektion hervorgerufen wird. Die Niere ist Ziel einer Sepsis assoziierten 
Organdysfunktion (Russell et al. 2000). Ein Sepsis induziertes akutes 
Nierenversagen tritt dabei in annähernd der Hälfte der septischen Patienten in 
deutschen Krankenhäusern auf (Uchino et al. 2005). Die in der Literatur 
beschriebenen Ursachen für die Entstehung eines septischen ANV sind 
vielfältig. In einigen Untersuchungen wurde gezeigt, dass das Sepsis 
assoziierte Nierenversagen mit beeinträchtigter renaler Mikrozirkulation (Wang 
et al. 2011) bzw. geringerer arterieller Blutversorgung sowie Vasokonstriktion 
zusammenhängt (Terra et al. 2005). Der Hypoxie induzierte Faktor HIF–1α ist 
essentiell in der zellulären Adaptation an Hypoxie vermittelte Zustände im 
Gewebe. Unter normoxischen Bedingungen wird durch PHD3 die 
Hydroxylierung von HIF–1/2α vermittelt, dass die proteasomale Degradation 
von HIF–1/2α über den Ubiquitin–E3–Ligasekomplex zur Folge hat (Appelhoff 
et al. 2004, Hammerschmidt et al. 2009, Haase et al. 2009). Das Gerüstprotein 
MORG1 stabilisiert dabei PHD3, sodass diese die Stabilisierung von HIF–1/2α 
involvieren. Die Untersuchungen von Hopfer et al. zeigten, dass MORG1 die 
Expression von HIF–1α verringert, wenn MORG1 und PHD3 interagieren 
(Hopfer et al. 2006). Zudem wurde eine protektive Wirkung in heterozygoten 
Morg1–Mäusen (Morg1+/-–Mäuse) gegen renale Apoptose und tubuläre 
Schädigung beobachtet (Hammerschmidt et al. 2009). Weiterhin konnte eine 
verminderte Nierenentzündung, weniger proinflammatorische Zytokine sowie 
eine verbesserte Nierenfunktion in den heterozygoten Tieren detektiert werden 
verglichen mit den Wildtypmäusen nach renaler Ischämie/Reperfusion 
(Hammerschmidt et al. 2009). 
Die Rolle von MORG1 und HIF–1α in der Sepsis induzierten 
Nierenschädigung wurde bisher noch nicht untersucht. In dieser Arbeit wurde 
zum ersten Mal das heterozygote Morg1–Mausmodell in Untersuchungen zur 
Sepsis und Endotoxämie verwendet. Dazu wurde die hypothetische Frage 
aufgestellt, ob die Hochregulation von HIF–1α in dem Sepsis assoziierten ANV 
(a) 
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einen protektiven Effekt in den Morg1+/-–Mäusen hat im Vergleich zu den 
Wildtyptieren oder nicht. Neben der Arbeit von Hammerschmidt et al. 
demonstrierten auch andere, frühere Behandlungsmodelle eine positive 
Wirkung einer gesteigerten HIF–1α–Aktivität (Bergeron et al. 1999, Bernhardt et 
al. 2006b, Hammerschmidt et al. 2009). Allerdings wurde ebenso ein 
verschlechternder Effekt in den Nierenzellen aufgrund einer verstärkten 
Inflammation beschrieben, dass durch das hochregulierte HIF–1α resultiert war 
(Thiel et al. 2007, Kiss et al. 2012, Georgiev et al. 2012). Um die Fragestellung 
dieser Arbeit zu klären, wurde in den Morg1+/-–Tieren Sepsis bzw. Endotoxämie 
induziert und durch Beurteilung ausgesuchter Parameter wie die Protein–
Expression, die Morphologie, die Apoptose, die Inflammation sowie die 
Funktion im Nierengewebe analysiert und mit den Wildtyptieren verglichen. 
Zudem wurde die systemische Auswirkung der Reduktion von MORG1 
und/oder HIF–1/2α–Stabilisierung in Studien zum Überleben in beiden Maus–
Genotypen mit allen Behandlungen untersucht. 
In der Literatur sind hauptsächlich drei Modelle der Sepsis–Induktion bekannt 
(Buras et al. 2005), die alle Limitationen und Vorteile haben (Fink 2008). Die 
Endotoxämie durch LPS–Applikation ist verbunden mit einer Sofortreaktion 
durch die Aktivierung der proinflammatorischen Immunantwort (Cohen 2002). 
Von größerer medizinischer Relevanz sind die Modelle CLP und PCI. Die 
beiden Modelle induzieren eine Infektion des Peritoneums mit einem septischen 
Erkrankungsbild einschließlich der hämodynamischen sowie der immuno-
logischen Veränderungen (Browne und Leslie 1976, Wichterman et al. 1980). 
Bei der PCI wird dabei eine definierte Keimzahl und –zusammensetzung einer 
Bakteriensuspension appliziert (Lorenz et al. 1994). Im Gegensatz zum CLP–
Modell, bei dem die Qualität und Quantität der Keimflora unbekannt ist. Das 
CLP–Modell hat möglicherweise die größte klinische Relevanz und gilt als das 
ideale Sepsis–Modell, um eine humane mittelschwere Sepsis in einem 
Tiermodell zu simulieren (Wichterman et al. 1980, Buras et al. 2005, Yilmaz 
Savcun et al. 2013). 
In dieser Arbeit waren die Versuchstiere in drei Gruppen je nach Modell CLP, 
PCI oder LPS eingeteilt. Während des Versuchszeitraums von 24h wurde das 
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äußere Erscheinungsbild aller Versuchstiere durch das Bewertungsmodell CSS 
nach Gonnert et al. beurteilt. Damit konnte die Krankheitsschwere nach den 
verschiedenen Behandlungen analysiert werden (Gonnert et al. 2011). Unsere 
Daten zum CSS zeigten in allen drei Modellen 24h nach den jeweiligen 
Behandlungen eine Erhöhung der Krankheitsschwere, das mit einer 
signifikanten Verschlechterung des äußeren Erscheinungsbilds korrelierte. 
Dabei wurden zwischen den beiden Maus–Genotypen keine signifikanten 
Unterschiede detektiert. Weiterhin zeigte die Obduktion der CLP und PCI 
behandelten Tiere, dass eine Peritonitis mit Gewebeveränderungen an 
Organen wie Kolon, Leber sowie Milz entwickelt wurde. Die Sepsis ist eine 
wesentliche Ursache für ein akutes Nierenversagen (Bonventre 2007). Im 
septischen Gewebe sind u. a. Minderperfusion und Hypoxie charakteristisch, 
auf das die Nieren empfindlich reagieren (Epstein et al. 1987, Cohen 2002). Die 
Transkriptionsfaktoren HIF–1/2α sind von Bedeutung in der zellulären 
Adaptation an hypoxische Verhältnisse im Gewebe und involviert in die 
biologischen Prozesse wie das Überleben, die Erythropoese oder den 
Energiestoffwechsel (Haase 2006, Rosenberger et al. 2006). In in vitro–Studien 
wurde die Regulation der HIF–Stabilität über die MORG1 assoziierte PHD3–
Aktivität nachgewiesen (Hopfer et al. 2006). Unsere real time PCR–Daten 
zeigten eine reduzierte mRNS–Expression von Morg1 durch die sham–CLP–
OP im Nierengewebe der Wildtyptiere verglichen mit den NaCl behandelten 
Wildtyptieren. Das war ähnlich den Ergebnissen von Miyazawa et al. und wurde 
auf die zusätzliche Belastung der Tiere, die Anästhesie und den chirurgischen 
Eingriff, zurückgeführt (Miyazawa et al. 2002). In den Morg1+/-–Mäusen war die 
renale Expression der Morg1–mRNS signifikant geringer in den NaCl 
behandelten sowie in den sham–CLP operierten Mäusen im Vergleich zu den 
entsprechenden Wildtyptieren. Diese Effekte konnten wir auch in der 
Expression der mRNS von Hif–1α, Hif–2α und Phd3 im Nierengewebe 
beobachten. Entgegen unserer Vermutung waren die basalen Expressionen der 
mRNS von Hif–1/2α signifikant geringer in den Nieren der NaCl behandelten 
Morg1+/-–Mäuse im Vergleich zu den entsprechenden Wildtyptieren. Die 
mRNS–Expression von Phd3 entsprach dem Expressionsmuster von Morg1–
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mRNS in den NaCl behandelten Tieren beider Maus–Genotypen, welches 
ähnlich war zu den Ergebnissen von Hammerschmidt et al. (Hammerschmidt et 
al. 2009). Unsere Daten zeigten außerdem ein gleichgerichtetes 
Expressionsmuster von Phd3– und Morg1–mRNS im Nierengewebe nach PCI–
und Endotoxämie–Induktion. In den Wildtyptieren waren die Expressionen von 
Phd3– und Morg1–mRNS verringert nach PCI– und LPS–Behandlung, 
wohingegen in den Morg1+/-–Mäusen die Expression nach Sepsis–Induktion via 
PCI anstieg und nach LPS–Applikation keine Veränderung zeigte. 
Gegensätzlich verlaufende mRNS–Expressionen von Phd3 und Morg1 konnten 
wir in den sham–CLP und CLP behandelten Mäusen beider Genotypen 
detektieren. Weiterhin konnten wir erhöhte mRNS–Expressionen von Hif–1α 
und Phd3 in den Nieren der sham–CLP behandelten Morg1+/-–Mäusen 
detektieren im Vergleich mit den entsprechenden Wildtyptieren. Parallel dazu 
wurde kein Unterschied in der Expression von Hif–2α–mRNS nach sham–CLP–
OP zwischen den beiden Maus–Genotypen beobachtet. Diese Daten 
korrelierten nicht mit den Ergebnissen von Appelhoff et al. und Bishop et al., die 
PHD3 in stärkerer Beziehung mit HIF–2α zeigten (Appelhoff et al. 2004, Bishop 
et al. 2008). Unsere IHC–Analysen an Nierengewebeschnitten zeigten eine 
geringere Expression von MORG1 in den NaCl behandelten Morg1+/-–Mäusen 
verglichen mit den entsprechenden Wildtyptieren, dass entsprechend zu 
unseren mRNS–Daten war. Entgegengesetzt dazu waren allerdings die Daten 
der Expression von MORG1 im Nierengewebe nach sham–CLP–OP. Die 
Ergebnisse der IHC zeigten eine starke Akkumulation von MORG1 in den 
sham–CLP behandelten Morg1+/-–Tieren im Vergleich zu den sham–CLP 
behandelten Wildtyptieren. Weiterhin konnten wir eine höhere HIF–1α–
Expression in den Nieren der NaCl behandelten Morg1+/-–Mäusen im Vergleich 
zu den entsprechenden Wildtyptieren detektieren, dass mit den Daten von 
Hammerschmidt et al. korrelierte (Hammerschmidt et al. 2009). Das 
unterstützte die Möglichkeit für unsere These, dass die reduzierte MORG1–
Expression assoziiert ist mit der Erhöhung von HIF–1/2α. Die Protein–
Expression von HIF–2α war hingegen unter unseren experimentellen 
Bedingungen gegensätzlich zu unseren Ergebnissen der HIF–1α–Expression. 
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Dieses renale Expressionsmuster von HIF–1α und HIF–2α wurde in der 
Literatur in PHD inhibierten Wildtypratten gezeigt (Wang et al. 2012). In unserer 
Arbeit konnten wir demonstrieren, dass die gesteigerte HIF–1α–Expression mit 
der Expression von MORG1 und PHD3 negativ korreliert war. Diese Daten 
waren ähnlich zu den Ergebnissen von Bondeva et al., die in renalen 
Zellkulturen die Koexistenz von MORG1 und PHD3 sowie die MORG1 
vermittelte Stabilisierung von HIF–1/2α via PHD3 beobachteten (Bondeva et al. 
2013). Nach Sepsis–Induktion durch CLP oder Endotoxämie konnten wir zudem 
eine verringerte mRNS–Expression von Morg1 in den Wildtyptieren detektieren, 
wohingegen die Expression in den Morg1+/-–Tieren unverändert blieb, 
verglichen mit den entsprechenden Kontrolltieren. Die IHC–Daten zeigten keine 
Verringerung der Protein–Expression von MORG1 im Nierengewebe der sep-
tischen Wildtyptiere und sogar eine erhöhte Akkumulation von MORG1 nach 
LPS–Gabe. Im Unterschied dazu war die Expression von MORG1 in den 
Morg1+/-–Tieren signifikant geringer nach CLP–OP, die offensichtlich einen 
negativen Einfluss auf die Protein–Expression von MORG1 hatte. Obwohl das 
Zusammenspiel von MORG1 und PHD3 noch nicht vollständig verstanden ist, 
deuten diese Daten darauf hin, dass die Expression von MORG1 und PHD3 
auch unter septischen Bedingungen korrelieren. Die Daten von Hopfer et al. 
zeigten zumindest, dass die MORG1–Expression verbunden ist mit der 
Expression von PHD3 (Hopfer et al. 2006, Hammerschmidt et al. 2009). Das 
Endotoxin LPS erhöhte tendenziell die Expression von Hif–1/2α–mRNS in den 
Wildtyp– und Morg1+/-–Tieren. In den beiden Sepsis–Modellen konnte dieses 
Expressionsmuster nur teilweise detektiert werden. Auf der Proteinebene wurde 
eine Akkumulation von HIF–1/2α in dem Nierengewebe beider Maus–
Genotypen in den CLP oder PCI Modellen gefunden. Die Applikation mit LPS 
hatte dagegen keinen Einfluss auf die Expression von HIF–1/2α, dass 
kontrovers war zu den Befunden in vorhergehenden Arbeiten. In früheren 
Studien wurde eine LPS induzierte Erhöhung von HIF–1α gefunden 
(Peyssonnaux et al. 2007, Jantsch et al. 2011). 
In unseren Analysen zur Basalexpression der Zielgene von HIF–1/2α 
konnten wir eine höhere Expression der mRNS von Epo in den NaCl 
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behandelten Morg1+/-–Mäusen im Vergleich zu den entsprechenden 
Wildtyptieren zeigen. Dieser Befund bestätigt einen Teil der Ergebnisse von 
Hammerschmidt et al. (Hopfer et al. 2006, Hammerschmidt et al. 2009). 
Kontrovers zu den Ergebnissen von Haase und Warnecke et al. (Warnecke et 
al. 2004, Haase 2006), die eine EPO vermittelte HIF–2α–Regulation 
beobachteten, zeigten unsere Daten eine Hochregulation der Expression der 
Epo–mRNS bei einer erhöhten Protein–Akkumulation von HIF–1α und nicht 
HIF–2α im Gesamtnierengewebe. In unseren Untersuchungen wurde in den 
Morg1+/-–Mäusen eine Verringerung der Glut1– und VEGF–Expression in NaCl 
behandelten Mäusen unter basalen Konditionen beobachtet. Ginouves et al. 
konnten unter langanhaltender Hypoxie eine negative Regulation von HIF–1/2α 
demonstrieren, indem sie die HIF–1/2α geförderte Transkription von PHDs 
zeigten (Ginouves et al. 2008). Ob unsere Ergebnisse aus diesem Hypoxie 
vermittelten Prozess resultierten oder/und der bakterielle Insult sowie die 
Inflammation einen Einfluss hatten, konnten wir mit unseren Daten nicht 
beantworten. Dazu sind weitere Untersuchungen nötig. In der Literatur wurden 
durch verschiedene Arbeitsgruppen erhöhte mRNS–Expressionen von Glut1 und 
Epo beschrieben, die durch eine Hypoxie vermittelt wurden (Takagi et al. 1998, 
Bunn 2013, Zapata-Morales et al. 2014). Unsere Resultate zeigten kontrovers 
dazu 24h nach Induktion einer PCI–Sepsis und Endotoxämie keine 
Hochregulierung der Expressionen von Epo– und Glut1–mRNS in den Morg1+/-– 
oder Wildtypmäusen. Die involvierenden Mechanismen, die zu diesem Ergebnis 
führten, sind unbekannt. Allein in den Morg1+/-–Mäusen waren 24h nach CLP–
Behandlung die mRNS–Expressionen von Epo und Glut1 gering erhöht. Wie 
oben bereits beschrieben wurde, schien der operative Eingriff einen Effekt zu 
haben, denn selbst nach PCI, welches auch ein polymikrobielles Sepsis–Modell 
ist, sank die Epo–mRNS–Expression in beiden Maus–Genotypen. Das 
Expressionsmuster von VEGF nach Sepsis– und Endotoxämie–Induktion war 
different zu dem von Epo– und Glut1–mRNS in den Morg1+/-– und 
Wildtypmäusen. Die basalen Levels von VEGF im Blutplasma nach sham–
CLP–OP waren ohne signifikanten Unterschied zwischen den Morg1+/-– und 
Wildtyptieren. Jedoch konnten wir einen Anstieg der VEGF–Konzentrationen in 
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den sham–CLP behandelten Mäusen verglichen mit den NaCl behandelten 
Tieren beobachten. Unsere Ergebnisse zeigten außerdem, dass unter 
septischen und endotoxämischen Konditionen die Konzentrationen von VEGF 
in allen drei Behandlungsmodellen in beiden Maus–Genotypen anstiegen mit 
der einen Ausnahme in den Morg1+/-–Mäusen nach CLP–Behandlung. Diese 
Befunde bestätigen teilweise die Daten der Literatur. Einerseits ist bekannt, dass 
die Expression von Vegf–mRNS von HIF–1α unter hypoxischen Bedingungen 
reguliert wird (Thangarajah et al. 2009). Andererseits beschrieben Peyssonnaux 
et al., dass VEGF auch HIF–unabhängig exprimiert werden kann (Peyssonnaux 
et al. 2007). Welche Mechanismen unter unseren experimentellen Bedingungen 
zu der erhöhten Expression von VEGF führten, muss in weiteren Experimenten 
geklärt werden. Jeong et al. konnten in einem experimentellen Modell der 
Sepsis eine positive Wirkung auf das Überleben zeigen, wenn VEGF gezielt 
blockiert wurde (Jeong et al. 2013). 
In der Literatur werden verschiedene Ursachen, die zu einem ANV führen, 
beschrieben. Einige Untersuchungen zeigten morphologische Veränderungen 
des Nierengewebes aufgrund einer Ischämie vermittelten akuten tubulären 
Nekrose (Liano und Pascual 1996, Mehta et al. 2004) oder eine Inflammation 
vermittelte intestinale Fibrose (Bonventre und Zuk 2004, Schrier et al. 2004). Der 
Einfluss von HIF–1α in den Morg1+/-–Mäusen auf das Sepsis bzw. Endotoxämie 
assoziierte ANV im Vergleich zu den Wildtypmäusen wurde bislang nicht 
untersucht. In den experimentellen Behandlungen sollten die Unterschiede 
zwischen den Maus–Genotypen deutlicher hervortreten, daher wurde keine 
Volumentherapie durch zusätzliche Applikation von einer 0,9%igen NaCl–
Lösung angewendet. Die Volumentherapie ist ein Bestandteil der Behandlung 
der kritisch-kranken Patienten. In Studien von Bagshaw und Bellomo sowie 
Zhang et al. wurde jedoch die Volumentherapie kritisch betrachtet, hinsichtlich 
der Zeit und Menge der Flüssigkeitsgabe, die einen Einfluss auf den Verlauf der 
septischen Erkrankung hat (Bagshaw und Bellomo 2007, Zhang et al. 2013). 
Unsere Daten der PAS–Reaktion zeigten in Morg1+/-–Mäusen mildere 
morphologische Veränderungen im Nierengewebe nach Sepsis–Induktion 
verglichen mit den septischen Wildtyptieren, die nach CLP–OP signifikant 
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waren. In den Gewebeschnitten der septischen Mausnieren waren im kortikalen 
Bereich Tubuluszellen zu sehen, die ihren Zell–Zell–Kontakt verloren und diese 
im Lumen der Tubuli abgelöst waren, das mit der Schmälerung des 
Bürstensaums einherging. Der Verlust des Bürstensaums und die damit 
verbundene Vakuolenbildung sind Befunde, die die in der Literatur 
angegebenen Daten der Pathogenese des ANV und des septischen ANV 
bestätigen (Klenzak und Himmelfarb 2005, Doi et al. 2009a). Eine wichtige 
Beobachtung in unseren Daten war, dass in den Morg1+/-–Mäusen weniger 
Vakuolenbildung und ein geringerer Verlust des Bürstensaums 24h nach der 
Sepsis–Induktion via CLP und PCI detektiert wurde im Vergleich zu den 
entsprechenden Sepsis behandelten Wildtyptieren. Damit konnten wir die 
Ergebnisse von Wang et al. bestätigen, die im Modell Ischämie/Reperfusion 
eine verbesserte Nierenmorphologie in Ratten aufgrund der Inhibierung von 
PHD3 zeigten (Wang et al. 2012). Die Beziehung von MORG1 und HIF–1α in 
der Entstehung der morphologischen Veränderung aufgrund des septischen 
ANV wurde bisher noch nicht gezeigt. Unter unseren experimentellen 
Konditionen verursachte die Endotoxämie via LPS keine Veränderung im 
Nierengewebe, dass kontrovers zu den Angaben von Miyazaki et al. war 
(Miyazaki et al. 2012). 
In gesunden Geweben ist der programmierte Zelltod streng reguliert und läuft 
nach charakteristischem Muster ab (Linkermann et al. 2012). Durch die 
Hemmung der HIF–Degradation via PHD–Inhibierung konnten Bernhardt et al. 
eine protektive Wirkung gegenüber ischämischen Gewebeschäden und 
Apoptose zeigen (Bernhardt et al. 2006a). Unter septischen Bedingungen kann 
der Apoptose–Mechanismus vorschnell erfolgen aufgrund der immunologischen 
Hyperantwort (Oberholzer et al. 2001). Der Einfluss der Reduktion von MORG1 
auf die renalen apoptotischen Veränderungen in der Sepsis wurde bisher nicht 
in der Literatur beschrieben. Unsere Daten der TUNEL–Analyse zeigten eine 
erhöhte Apoptose in den Morg1+/-–Mäusen nur nach PCI–Behandlung und 
dagegen in den Wildtyptieren in beiden Sepsis–Modellen. Das Endotoxin LPS 
scheint abnorm zu einer Verminderung der apoptotischen Vorgänge in der 
Niere in beiden Maus–Genotypen zu führen. Diese nicht schlüssigen 
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Ergebnisse demonstrieren, dass der TUNEL–Assay trotz seiner einfachen 
Durchführung einer kritischeren Auswertung der IHC gefärbten Nierenschnitte 
bedarf, auf das die Arbeit von Labat–Moleur et al. hinweist (Labat-Moleur et al. 
1998). Aus diesem Grund wurde eine zweite Methode der Apoptose–Analyse 
herangezogen. Die aktive Caspase 3 war nach Sepsis–Induktion sowie LPS–
Gabe signifikant erhöht in beiden Maus–Genotypen im Vergleich zu den nicht–
septischen bzw. NaCl behandelten Tieren. Dennoch waren in den Morg1+/-–
Mäusen signifikant im CLP– sowie LPS–Modell und tendenziell nach PCI–
Behandlung weniger Apoptose zu detektieren. Unter basalen Konditionen war 
der aktive Caspase 3–Level in den NaCl und den sham–CLP behandelten 
Morg1+/-–Mäusen geringer verglichen mit den entsprechenden Wildtyptieren. 
Die MORG1–Runterregulation korrelierte demnach mit der Reduktion der 
Apoptose in dem Gewebe der Nieren. 
In Übereinstimmung mit unseren Befunden der Apoptose–Analyse, konnten 
wir in den Experimenten eine Protektion gegen die Infiltration von CD3+–T–
Zellen in den Morg1+/-–Mäusen im Vergleich zu den entsprechenden 
Wildtyptieren in allen drei Modellen beobachten. In dieser Arbeit wurde 
erstmalig demonstriert, welche Auswirkung die Reduktion der MORG1–
Expression auf die vermehrte Infiltration von T–Zellen nach Induktion einer 
Sepsis oder einer Endotoxämie hat. Die IHC–Daten zeigten eine tendenziell 
gesteigerte Infiltration nach CLP–OP und eine signifikante Erhöhung der Infiltration 
der T–Zellen in das Nierengewebe der Wildtyptiere nach PCI– und LPS–
Applikation. Dieser Anstieg der Infiltration von CD3+–T–Zellen blieb im Gewebe 
der Morg1+/-–Mausnieren 24h nach Sepsis– und Endotoxämie–Induktion aus. 
Diese Daten reflektieren jedoch nicht die systemische Inflammation, die anhand 
der Level von inflammatorischen Zytokinen IL–6, Tnfα, IL–10 bzw. INFγ im 
Blutplasma bzw. Vollblut in dieser Arbeit ermittelt wurden. Aus experimentell 
bedingten Gegebenheiten wurde diese Analyse lediglich an Tieren begrenzter 
Anzahl durchgeführt. In der Literatur wurde die dysregulierte Inflammation mit 
einer hyper– gefolgt von einer hypodynamischen Inflammation beschrieben, 
welche durch die Erhöhung von pro– und antiinflammatorischen Zytokinen 
gekennzeichnet ist (Wahl 2003). Unsere Daten zeigten einen Anstieg des 
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proinflammatorischen IL–6 ohne einen signifikanten Unterschied zwischen den 
Maus–Genotypen, wohingegen die antiinflammatorischen Zytokine IL–10 und 
INFγ im Blutplasma keine Veränderungen nach Sepsis– oder Endotoxämie–
Induktion zeigten. Lediglich nach LPS–Gabe konnte eine Erhöhung der 
Blutplasmawerte von INFγ in beiden Maus–Genotypen gezeigt werden. 
Weiterhin konnten wir in dieser Arbeit nach allen drei Modellen die 
hochregulierte Expression von Tnfα–mRNS in einer zeitabhängigen Weise im 
Vollblut demonstrieren, wobei in den Morg1+/-–Mäusen eine tendenziell 
geringere Gen–Expression von Tnfα im Vergleich zu den Wildtyptieren 
detektiert wurde. Die Erhöhung der proinflammatorischen Zytokine IL–6 und 
Tnfα der hyperinflammatorischen Phase der Sepsis bei unveränderten 
antiinflammatorischen Zytokinen IL–10 und INFγ der Hypoinflammation wurde 
auch von Riedemann et al. beschrieben (Riedemann et al. 2003). Aus der 
Literatur ist bekannt, dass eine Induktion von HIF–1α die Produktion von TNFα 
in Makrophagen erhöht und einen negativen Einfluss auf den Verlauf einer LPS 
induzierten Endotoxämie hat (Peyssonnaux et al. 2007). Unsere Daten der 
Tnfα–Expression im Nierengewebe zeigten, dass das relative mRNS–Niveau 
von Tnfα in allen drei Modellen 24h nach den Behandlungen in beiden Maus–
Genotypen stieg. Dabei wurde jedoch tendenziell weniger Tnfα in den Morg1+/-–
Mäusen detektiert verglichen mit den Wildtyptieren. Interessanterweise war 
nach der sham–CLP–OP die Gen–Expression von Tnfα in den Wildtypmäusen 
erhöht, jedoch nicht in den Morg1+/-–Mäusen. Der scheinbar bessere Zustand 
der Morg1+/-–Mäuse nach dem chirurgischen sham–Eingriff wurde in unseren 
Experimenten deutlich. Dennoch zeigten unsere IHC–Daten eine höhere 
Protein–Akkumulation von TNFα im tubulären Nierengewebe der Morg1+/-–
Mäuse im Vergleich zu den entsprechenden Wildtyptieren nach der sham–
CLP–OP, CLP–OP und PCI–Applikation. Möglicherweise führte die 
posttranslationelle Modifikation 24h nach diesen Behandlungen zu einer 
Stabilisierung des Proteins, oder/und die Halbwertszeit von TNFα–Protein war 
im Nierengewebe verlängert. In der Literatur wurde in HIF–1α deletierten 
Makrophagen unter hypoxischen und inflammatorischen Bedingungen eine 
HIF–1α–unabhängige und –abhängige Induktion des NF–κB–Signalwegs 
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gezeigt, der mit der Erhöhung der TNFα–Expression verbunden war 
(Peyssonnaux et al. 2007). Zudem konnten Lahat et al. in isolierten Maus–
Makrophagen eine Hypoxie vermittelte Degradation von TNFα bei 
unveränderter mRNS–Expression beobachten (Lahat et al. 2008). Schließlich 
konnten unsere Daten zeigen, dass die Infiltration der T–Zellen im Nieren-
gewebe in den Morg1+/-–Mäusen verringert und mit der verminderten 
Expression von Tnfα–mRNS im Gesamtnierengewebe korreliert war. In 
früheren Analysen zeigten Bauer et al. die Vermittlung der Expression von u. a. 
TNFα durch immunkompetente Zellen wie T–Zellen (Bauer et al. 2006). Zudem 
wurde die Induktion einer renalen Schädigung durch TNFα demonstriert (Bone 
1991, Kohan 1994, Thijs und Thijs 1998). Diese Beobachtungen könnten ein 
Indiz sein für die von uns ermittelten Daten, die mit der geringeren 
Nierenschädigung in den Morg1+/-–Mäusen korreliert waren im Vergleich zu den 
entsprechenden Wildtyptieren nach Sepsis–Induktion. 
Die Sepsis induzierte Nierendysfunktion aufgrund einer Zellfunktionsstörung 
oder/und eines Zellverlusts durch Nekrose sowie Apoptose wurde bereits früher 
beschrieben (Cobb et al. 2000, Klenzak und Himmelfarb 2005). Um die Wirkung 
von dem reduzierten MORG1 bzw. aktivierten HIF–1α auf die Funktion der 
Nieren in Sepsis und Endotoxämie zu bewerten, wurden parallel zu der renale 
Morphologie verschiedene Parameter der Nierenfunktion, Kreatinin, BUN und 
NGAL im Blutplasma sowie ACR im Urin, gemessen. Auf ein akutes 
Nierenversagen deuten erhöhtes Serum–Kreatinin und verminderte 
Urinausscheidung hin (Klenzak und Himmelfarb 2005). In unseren Unter- 
suchungen wurde eine teilweise signifikante Erhöhung der Kreatinin–
Konzentration im Blutplasma nach CLP–Sepsis–Induktion und LPS–Applikation 
gefunden sowie eine starke Verminderung der Urinabgabe in allen drei 
Behandlungsmodellen beobachtet. Kreatinin und BUN sind beschränkte 
Nierenfunktionsparameter bezüglich der Varianz aufgrund der Muskelmasse 
oder/und des Alters (Perrone et al. 1992, Edelstein 2008), gerade auch in 
Mäusen. Aus diesem Grund wurden in unseren Untersuchungen gleichaltrige 
und ausschließlich männliche Mäuse verwendet. Überdies werden diese 
Parameter in der Literatur häufig genutzt. Im Gegensatz zu Kreatinin und BUN 
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wird NGAL in der Analyse der frühen Nierenschädigung verwendet (Coca et al. 
2008). Die Messungen der drei Parameter zeigten in unseren Untersuchungen 
bereits nach der sham–CLP–OP eine Verschlechterung der Nierenfunktion im 
Vergleich zu den NaCl behandelten Tieren beider Maus–Genotypen. Nach der 
Sepsis– und Endotoxämie–Induktion war die Nierenfunktion weiter 
verschlechtert in beiden Maus–Genotypen mit ähnlichem Ausmaß. Die 
Ausscheidung von Albumin in Relation zu Kreatinin durch die MORG1–
Suppression war tendenziell geringer in NaCl behandelten Tieren und 24h nach 
der Sepsis–Induktion durch PCI bzw. LPS–Gabe verglichen mit den 
entsprechenden Wildtyptieren. In den CLP operierten Morg1+/-–Mäusen wurde 
eine tendenziell höhere ACR messbar im Vergleich zu den entsprechenden 
Wildtyptieren. Unter unseren experimentellen Bedingungen bzw. durch die 
Reduktion von MORG1 vermittelter HIF–1α–Stabilisierung konnten wir die 
Ergebnisse von Wang et al. nicht bestätigen. Im Rattenmodell mit der 
Inhibierung von PHD3, die verbunden war mit der erhöhten HIF–1/2α–Stabilität, 
konnten Wang et al. eine verbesserte Nierenfunktion 24h nach 
Ischämie/Reperfusion zeigen (Wang et al. 2012). Die starke Erhöhung von 
NGAL ist auf eine vermehrte Abgabe durch Tubuluszellen in den Urin und 
zusätzlich über andere Gewebe wie Magen–Darm–Trakt in das Blut, bei einem 
akuten Nierenversagen zurückzuführen. Die Inflammation selbst und die dadurch 
bedingte akute Nierenschädigung fördern die Freisetzung von NGAL mit 
Erhöhung der Konzentartionen im Blut und Urin (Bruck 2009). 
Die systemische Auswirkung der Reduktion von MORG1 bzw. die HIF–1/2α–
Aktivierung auf die Überlebensrate bei Sepsis wurde über 72 Stunden 
analysiert. Bisher wurden keine Studien zum Überleben von Morg1+/-–Mäusen 
nach Sepsis– bzw. Endotoxämie–Induktion gemacht. Unsere Daten zeigten, 
dass die Suppression der MORG1–Expression mit der gesteigerten Letalität der 
septischen Tiere korrelierte verglichen mit den entsprechenden Wildtypmäusen. 
Zum Zeitpunkt 72h nach der Sepsis–Induktion verstarben mehr Morg1+/-–Mäuse 
den Behandlungen als Wildtyptiere. Die protektive Wirkung im Nierengewebe 
der Morg1+/-–Tiere aufgrund der Reduktion von MORG1 oder/und Aktivierung 
von HIF–1/2α trifft auf die systemische Wirtslage offensichtlich nicht zu. Unsere 
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Ergebnisse der Überlebenskinetik zeigten einen negativen Effekt von der HIF–
1/2α–Stabilisierung in den Morg1+/-–Mäusen nach Sepsis–Induktion. Ähnliche 
Effekte wurden in PHD3– und HIF–1α–knockout–Tieren gefunden (Thiel et al. 
2007, Kiss et al. 2012, Georgiev et al. 2012). Kiss et al. zeigten, dass nach 
CLP– und LPS–Behandlung das Überleben in PHD3–knockout–Mäusen 
verkürzt war aufgrund einer überschwellenden Inflammation sowie 
Organschädigung in der Lunge und den Nieren (Kiss et al. 2012). In dieser 
Arbeit konnten 24h nach den Behandlungen jedoch keine übersteigerte 
Inflammation und zudem weniger Nierenschäden in den Morg1+/-–Mäusen 
detektiert werden. Weiterhin ist aus der Literatur bekannt, dass Sepsis mit der 
Beeinträchtigung mehrere Organe assoziiert ist und überdies das septische 
ANV zusätzlich zu komplexen extrarenalen Störungen verschiedener 
Organsysteme führen kann (Russell et al. 2000, Mehta et al. 2011). Unter 
unseren experimentellen Bedingungen ist die Beteiligung andere Organe an der 
verringerten Überlebenszeit der Morg1+/-–Mäuse im Vergleich zu den 
Wildtyptieren wahrscheinlich. Zudem können MORG1 induzierte Mechanismen 
entsprechend einen Einfluss haben, denn die Bindung von MORG1 mit anderen 
Komponenten vom MAPK–Signalweg ist bekannt (Vomastek et al. 2004). Um in 
dieser Richtung Antworten zu finden, müssen weitere Untersuchungen 
durchgeführt werden. Die LPS–Injektion beeinflußte nicht die Überlebensrate 
der Tiere weder in den Morg1+/-– noch in den Wildtypmäusen. 
Hiermit können wir zusammenfassen, dass die Inhibierung von MORG1 oder 
die HIF–1/2α–Aktivierung keinen Vorteil für das Überleben unter septischen 
Konditionen hat, wenn auch renoprotektive Effekte gefunden wurden. Weitere 
Untersuchungen sind nötig, um diese Befunde aufzuklären und auch den 
Einfluss von MORG1 und HIF–1/2α in anderen Organschädigungen durch 
Sepsis zu prüfen. 
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6 Schlussfolgerung und Aussicht 
Das Hauptziel dieser Arbeit waren Untersuchungen zu der Rolle von MORG1 
und HIF–1α in der Sepsis induzierten Nierenschädigung. Dabei sollte der 
Einfluss der erhöhten HIF–1α–Stabilität aufgrund der Runterregulation der 
MORG1–Expression in den heterozygoten Morg1–Mäusen analysiert und mit 
den Wildtyptieren verglichen werden. Im Rahmen dessen wurden die in der 
Zielstellung gefassten Fragen wie folgt geklärt: 
 Zwei verschiedene Sepsis–Modelle, CLP und PCI, sowie ein Modell der 
Endotoxämie durch LPS–Gabe sollten klären, welches dieser Modelle den 
stärksten Effekt im Sepsis assoziierten akuten Nierenversagen zeigt, wenn 
MORG1 herunterreguliert bzw. die HIF–1α–Expression erhöht ist. Unsere 
Daten deuten darauf hin, dass die CLP– und die PCI–Behandlung zu 
ähnlich starken Effekten in den Nieren der Versuchstiere führte. Die starken 
Veränderungen wurden in den Untersuchungen zur renalen Morphologie, 
der Apoptose, der Infiltration der T–Zellen und der Nierenfunktion in den 
Morg1+/-– und Wildtypmäusen beobachtet. Dabei war das PCI–Modell für 
die Untersuchung ohne den Einfluss eines chirurgischen Eingriffs ein sehr 
guter Vergleich zum klinisch relevanteren CLP–Modell gewesen. Um die 
Effekte detaillierter zu analysieren, könnten Untersuchungen eines früheren 
oder späteren Zeitpunkt interessant sein (Wichterman et al. 1980). 
 Die gesteigerte HIF–1/2α–Expression nach Sepsis–Induktion korrelierte 
negativ mit der Expression von MORG1 und PHD3 im Nierengewebe 
beider Maus–Genotypen, wohingegen die Protein–Expression von HIF–
1/2α nicht durch Endotoxämie verändert war. Die Beziehung von MORG1 
und PHD3 ist noch nicht vollständig verstanden. Doch die Ergebnisse 
deuten darauf hin, dass die Expression von MORG1 und PHD3 auch unter 
septischen Bedingungen gekoppelt ist. Die Expression bekannter 
Transkriptionsziele von HIF–1/2α wie Epo und Glut1 war nur nach Sepsis–
Induktion durch CLP in den Morg1+/-–Mäusen erhöht. Ob dies aus einem 
Hypoxie vermittelten Prozess oder/und dem bakteriellen Insult sowie der 
Inflammation resultierte, konnten wir mit den vorliegenden Daten nicht 
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beantworten. Dagegen provozierten Sepsis und Endotoxämie einen 
Konzentrationsanstieg von VEGF in allen drei Behandlungsmodellen 
sowohl in den Morg1+/-– als auch in den Wildtypmäusen. Welche zugrunde 
liegenden Mechanismen dazu führten oder ob andere MORG1–abhängigen 
Gene mehr in der Sepsis involviert sind, muss in weiteren Untersuchungen 
geklärt werden. 
 Die MORG1–Herunterregulation bzw. die HIF–1/2α–Stabilisierung 
vermitteln protektive Wirkung in der Niere und verbessern nekrotische und 
apoptotische Vorgänge 24h nach beiden Sepsis–Induktionen bzw. LPS–
Applikation. 
 Die Reduktion von MORG1 bzw. der erhöhten Stabilität von HIF–1/2α auf die 
systemische Inflammation (Zytokine im Blutplasma) war unter diesen 
Versuchsbedingungen ohne Einfluss und z. T. kontrovers zur Literatur. 
Dagegen waren die Morg1+/-–Mäuse geschützt vor der Infiltration der 
CD3+–T–Zellen in beiden Sepsis–Modellen und Endotoxämie im Vergleich 
zu den entsprechenden Wildtyptieren. 
 Die Nierenfunktion war aufgrund der Sepsis– und Endotoxämie–Induktion 
in beiden Maus–Genotypen verschlechtert, jedoch ohne signifikante 
Unterschiede zwischen den Morg1+/-– und den Wildtypmäusen. 
 Die Reduktion der MORG1–Expression bzw. HIF–1/2α–Stabilisierung auf die 
Überlebensrate in zwei Sepsis–Modellen über 72h zeigte kontrovers zu den 
anderen Ergebnissen eine negative, systemische Auswirkung. Die 
Endotoxin–Applikation mit LPS zeigte dagegen keine Veränderungen in der 
Überlebensrate. 
Die protektive Wirkung des stabilisierten HIF–1α aufgrund der PHD3–
Verminderung durch die MORG1–Herabregulierung war beschränkt auf das 
Nierengewebe in der Sepsis bzw. Endotoxämie. Dennoch deuten unsere Daten 
daraufhin, dass die beobachteten positive Effekte aus der Runterregulation der 
MORG1–Expression resultieren und nicht vorrangig durch das aktivierte HIF–1α 
assoziiert waren. In welcher Form MORG1 eine Rolle beim Überleben nach 
Sepsis–Induktion spielt oder ob andere Mechanismen primär zum Versterben 
führten, muss in weiteren Untersuchungen geklärt werden. Da das 
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Krankheitsbild einer Sepsis stark durch Komorbiditäten beeinflusst wird, sind 
Untersuchungen mit vorgeschädigter Niere interessant. Dazu wurden bereits 
Vorversuche durchgeführt, wobei den Versuchstieren mit Folsäure eine 
Nierenschädigung mit veränderter Morphologie und Funktion induziert werden 
konnte. Dieser Ansatz wird in weiteren Untersuchungen bereits verfolgt. 
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